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ANNALES 


LINSTITUT PASTEUR 


Le rouge du papillon du ver a soie en Cochinchine 


Par. Cu, BROQUET (1) Médecin-major des troupes coloniales 
(Travail de Institut Pasteur de Saigon.) 


(AVEC LA PL. Ix) 


Le 41° octobre 1908, M. Bui-quang-Chiéu (2), directeur de- 
la station séricicole de Taén-Chau (Cochinchine), me signalait les 
faits suivants : 

1° Les employés chargés a la station d’examiner les pontes 
en vue de la sélection, trouvaient, dans un certain nombre de 
lots de papillons femelles (3) examinés, des papillons morts 
présentant une couleur rouge 

Parmi les nombreux examens pratiqués en mars sur des lots 
différents provenant du village de Long-Khanh, trois se détail- 
laient ainsi : 


3 Nombre Nombre 
de papillons examinés, de papillons morts rouges. 

372 18 

345 : 29 

147 57 


2° Les papillons femelles morts étaient putréfiés, mous, le 
cadavre se disloquait sous les doigts; 

3° Parmi les pontes provenant des papillons morts de rouge, 
quelques-unes paraissaient completes, la plupart étaient incom- 
plétes. 


(4) Nous prions M. Mesnil de bien vouloir agréer toute notre gratitude pour les 
précieux conseils qu’il nous a donnés a son laboratoire de |’ Institut Pasteur de Paris. 
C’est 4 lui que nous avons dt de nous intéresser dés notre arrivée en Cochinchine 
aux maladies des vers A soie qui décimaient les élevages de notre colonie. 

(2) Nous adressons tous nos remerciements 4 M. Bui-quang-Chiet, ingénieur 
agronome, directeur de la Station séricicole, qui nous a adressé les premiers papillons 
et nous a envoyé dans la suite, avec le plus grande complaisance, le matériel et les 
renseignements qui nous étaient nécessaires, et 2 M. Krempf qui. a bien voulu 
faire dessiner nos planches par ses dessinateurs annamites. 

(3) Laffection n’était pas observée sur les males quine sont jamais gardés plus 
de 24 heures aprés l’éclosion. 
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En méme temps, M. Bui-quang-Chiéu nous adressait un papil- 
lon rouge et nous demandait de le fixer sur la cause de cette 
couleur et sur la nature de cette maladie. 

A larrivée au laboratoire, le 2 octobre 1908, de ce papillon 
femelle mort, expédié le 1°7 octobre de Tan-Chau, nous consta- 
tons qu'il présente les caractéres suivants : 

Le papillon est desséché, le thorax et ’abdomen présentent 
une teinte rouge, les poils A ce niveau ont disparu et les ceufs 
qui remplissent l’abdomen et qui adhérent au tégument donnent 
a cette surface rouge un aspect tomenteux et muriforme. Ce ca- 
davre dégage une forte odeur butyrique. Il ne renferme pas de 
corpuscules de pébrine. 

Pensant que cette coloration était due 4 une bactérie rouge, 
nous devions : 1° isoler lagent pathogéne et chromogéne; 
2° nous rendre compte, s’il avait cultivé sur un papillon déja 
mort, comme le B. prodigiosus cultive sur dela matiére organique, 
ou si nous nous trouvions en présence d’un microbe pathogéne 
pour le papillon et pour le ver a soie; 3° si Vinfection était 
démontrée, nous rendre compte des conditions dans lesquelles 
elle se produisait. 

Un isolement sur cing tubes de gélose alcaline résolut la pre- 
miére question. Au bout de 24 heures nous obtenions de fines 
colonies rosées. Un isolement sur pomme de terre nous donnait, 
en 24 heures, une culture pure d’uné splendide teinte rouge et 
un microbe dont voici les caractéres : 

Caractéres microscopiques. — C’est un cocco-bacille a éléments 
tantdt sphériques et isolés ou-réunis deux a deux (planche IX, 
fig. 1), chaque élément mesurant de O45 a 0x6, tantot en forme 
de petits batonnets de mémes dimensions ou de dimensions un 
peu supérieures. Mobile dans les cultures en bouillon, présentant 
des mouvements sinueux et des mouvements en pirouette, 
immobile sur les cultures sur milieux solides. 

Ce micrococcus se colore par les éléments ordinaires et ne 
prend pas le Gram. 

Cultures. — I croit facilement, comme le prodigiosus, sur les 
différents milieux nutritifs, A la température du laboratoire 
de 25° a 28°. A 40°, la culture se décolore rapidement. II croit 
bien en aérobie, nous n’avons pu le cultiver en anaérobie. 

En bouillon ordinaire, a la température du laboratoire, 
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& 25° et 28°, apres 16 heures, on constate un trouble sans colo- 
ration. Aprés 40 heures le trouble est-accentué a la partie supé- 


‘Yieure avec un léger anneau rosé, mince, adhérent au verre, il 


n’y a pas de coloration rosée dans le liquide. Aprés 64 heures 
le tiers supérieur du milieu présente une teinte rosée. Aprés 
88 heures, Vintensité de la couleur rose augmente a la partie 
supérieure et au fond du tube. Entre les deux parties colorées 
se trouve une partie trouble. Aprés 5 jours la coloration rose est 
totale. 

A Vétuve entre 36° et 37°, on constate aprés 16 heures un 
trouble sans coloration et celle-ci n’apparait pas les jours 
suivants. 

Sur gélose en strie on obtient, en 24 heures, une coloration 
d’abord rosée, puis nettement carmin aprés 48 heures, a la partie 
supérieure de la gélose inclinée. Aprés 3 jours la coloration carmin 
s'est étendue a toute la longueur de la strie. 

Sur pomme de terre, en 24 heures, a la température ordi- 
naire de 28°, la culture est abondante, surélevée d’une belle 
couleur carmin. Elle fonce rapidement les jours suivants et prend 
une teinte pourpre d’abord, éclatante, ensuite plus sombre 
(planche IX, fig. 2). Les reflets d’un vert métallique ne sont — 
pas constants. Parfois, au début, la couleur est vermillon ou 
rose clair, puis elle passe au carmin et au pourpre; aprés 55 jours, 
nous avons constaté sur une culture une teinte violet lilas foncé. 
Au fur et A mesure de sa croissance, la culture a tendance a 
couler le long de la pomme de terre et a venir se rassembler 
dans le fond du tube en un liquide de couleur carmin. 

Aprés un séjour de 48 heures a |’étuve, a 40°, la culture se 
décolore, vire au violet et coule dans le fond du tube ot elle 
apparait sous forme d’un liquide violet; a la surface de la pomme 
de terre il ne reste plus que trés peu de matiére colorante 
(fig. 3). Les vieilles cultures ne sont pas visqueuses, elles sont 
crémeuses d’abord et augmentent ensuite de consistance. 

Dans la gélatine en piqdre, a une température de 14° a la 
glaciére, la liquéfaction se produit aprés 3 jours; la surface est 
colorée en rouge. La liquéfaction s’accentue les ys suivants, 
la partie liquéfiée est trouble. 

Le sérum est liquéfié plus rapidement 4 37° qu’a la tempé- 
rature du laboratoire. 
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Le lait est coagulé. 

Le bouillon lactosé est rapidement trouble; il n’y a pas de 
fermentation. 

Propriétés biologiques. — Les cultures dégagent une forte 
odeur de triméthylamine. Le ferment agit sur les nitrates avec 
dégagement de gaz au bout de 5 jours. Il est détruit par un 
chauffage d’une 1/2 heure a 80°. 

La matiére colorante est soluble dans Peau, peu soluble dans 
Valcool éthylique et elle donne une teinte rose un peu jaunatre, 
soluble dans l’alcool méthylique, trés légérement soluble dans 
Valcool amylique. 

La couleur rose en solution alcoolique est avivée par l’action 
des acides et vire au jaune par l’action des alcalis. L’adjonction 
d’un acide, dans la teinture virée au jaune, lui restitue sa teinte 
primitive. Elle est trés soluble dans le chloroforme, trés légére- 
ment soluble dans la benzine, soluble dans l’acide acétique dans 
lequel elle donne une jolie couleur rose. Décolorée par l’éther sul- 
furique et recolorée par acide chlorhydrique. Insoluble dans le 
sulfure de carbone et l’essence de térébenthine. 

M. Bréaudat, qui a eu la grande obligeance d’examiner la 
solution au spectroscope, a constaté une bande fortement accusée 
dans le vert, trés voisine de la raie E. Pas de bande dans le bleu. 
La solution est décolorée complétement par H résultant de 
Yaction de HCl, Zn, H2O; séparément, HCl et Zn sont sans 
action. 

Une culture sur one de terre, mise aussitét aprés ensemen- 
cement a l’abri de la lumiére, a pris une splendide teinte carmin 
aussi forte que dans les cultures laissées exposées & l’action de 
lalumiére et, conservée plus de 2 mois dans les mémes conditions, 
avait conservé cette coloration. 


ACTION PATHOGENE SUR LES ANIMAUX ET SUR LE PAPILLON DU 
VER A SOIE — 


1° Sur les animaux. — En injection sous-cutanée ou périto- 
néale, le microcoque ne tue pas le rat ala dose de 1/2 ¢. c. Il 
n’a pas d’action sur le cobaye, en Jnjequn sous-cutanée, a la 
dose de 1 ¢. ¢. 

Deux lapins Pun de 2,550, Pautre de 1*,450 ayant recu 
dans les veines, le premier 1 ¢ c., le second 2 c. c. d’une culture 
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en bouillon agée de 48 heures, sont morts en 6 heures. A |’au- 
topsie, les organes, a l’exception des poumons qui sont conges- 
tionnés, ne présentent aucune lésion particuliére. On retrouve 
le bacille 4 l'état pur dans le sang du cceur. 

Deux lapins de 1*,950 et 2*,550 recgoivent dans la veine 
marginale de Voreille, le premier 4 c. c., le second 2¢. c., d’une 
vieille culture de 25 jours filtrée sur bougie Chamberland F. Les 
2 animaux sont malades 2 jours, mais ne meurent pas. 


Tous les caractéres que nous venons d’énoncer nous permettent de faire 
rentrer cette espéce parmi les bactéries rouges déja connues. Les espéces 
déja décrites se distinguent de la nétre par certains caractéres . 

L’Erythrobacillus pyosepticus bien étudié par Fortineau en 1904 est un 
bacille plus long, son pigment est trés peu soluble dans le chloroforme. 

Le bacille rouge isolé par Thévenin en 1896 est de forme bacillaire. Son 
pigment comme celui du B. prodigiosus est insoluble dans l’eau, 1 c.-c. de 
bouillon de culture de 24 heures tue le cobaye en 10 a 14 heures. 

Le cocco-bacille de Santori se rapproche du nétre par un certain nombre 
de caractéres, mais il est anaérobie facultatif. 

Par sa forme et ses dimensions, notre espéce se distingue du bacillus 

_ruber de Koch, du bacille rouge de Peau de Lustig, de celui de Cozzolino. 

Jusqu’a présent, Paction pathogéne d’un bacille rouge a Végardj du 
papillon du ver a soie n’a-pas été signalée, aussi nos recherches ont-elles 
eu principalement pour but d’établir cette action pathogéne et les conditions 
dans lesquelles elle se produit. 


2° Action pathogéne pour les papillons du ver a sove. — Pour 
contaminer les papillons nous avons procédé ainsi : comme le 
duvet qui recouvre les papillons ne se laisse pas imbiber par les 
gouttes de liquide, qui glissent 4 sa surface sans y adhérer, nous 
nous sommes servi de cultures solides sur pomme de terre ou sur 
gélose. Au moyen d’un fil de platine nous prélevions une trace de 
la culture et nous touchions le tégument du papillon de fagon 
a faire adhérer 4 sa surface une trace de la culture. Nous touchions 
également avec le méme fil de platine stérile les papillons témoins 
de fagon que de part et d’autre les papillons en expérience eussent 
subi le méme léger traumatisme. : . 

Avant de commencer ces expériences, nous nous sommes 
assurés que l’air du laboratoire ne contenait pas de micrococeus: 
rouge, en laissant ouvertes, en divers points de cette piéce, des 
boites de Pétri contenant des tranches de pomme de terre sté- 
riles et en nous assurant qu’A aucun moment ces milieux n’ont 
présenté de colonies rouges. a 
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Les boites en fer ou en bois qui servirent 4 mettre les papillons 
en expérience étaient strictement de méme dimension pour les 
lots infectés et pour les lots témoins et avant et apres chaque 
expérience, étaient, soit stérilisées au four a flamber, soit lavées 
4 eau bouillante et séchées au soleil tropical. 

L’éclosion ayant lieu dans la nuit les papillons accouplés 
étaient séparés et inoculés ensuite. 


Notre premiére expérience fut contrariée; des témoins furent dévor¢és 
par des fourmis, mais aussi imparfaite fut-elle, elle permettait d’établir 
Pétiologie et la rapidité de Vinfection : 

Sur 10 papillons males infectés le 24 octobre, 5 étaient morts le 28, 
4 le 24 et le dernier mourait le 25 (4). 

Sur les neuf papillons males morts le 23, le corps de Pun d’entre eux 
avait pris en 48 heures une couleur complétement rouge vermillon. Nous 
pouvions constater sur ces papillons que la couleur apparait d’abord au 
niveau des parties glabres des téguments, au niveau des segments ou se des- 
sinent de jolis anneaux rouges, sur les nervures des ailes, au niveau des 
yeux, puis la couleur envahit la cavité générale du papillon; celui-ci 
24 heures apres la mort peut offrir aspect d’une masse rouge. 

L’abdomen est alors flasque, s’étale naturellement, les ailes tombent 
et si Pon vient a soulever Vinsecte il se désagrége. En méme temps, les 
cadavres exhalent une forte odeur butyrique (fig. 4, 5, 6). 

Expérience II.— Le 6 novembre, nous recimes 300 cocons.de Tan-Chau. 
Le 8 novembre 103 males et 102 femelles sont éclos. Nous infectons aussit6t 
apres séparation 53 males et 51 femelles, et mettons les males dans des boites 
en bois de 40. x 26 x 44, les femelles dans des cages 4 élevages des mous- 
tiques de dimensions 42 x 26 x 18. Deux lots, ’un de 50 males, l’autre 
de 51 femelles servent de témoins et sont mis dans des boites de dimensions 
égales A celles des lots infectés. Voici quelle fut la marche de l’expérience 


pour laquelle nous nous sommes servi d’une culture sur pommes de terre 
agée de 3 jours. ¥: 


Cette expérience ne laisse pas de doute sur l’action pathogéne 
du microbe sur le papillon du ver a soie. Le résultat est le suivant : 

24 heures apres l’infection, 16 males Chuan a morts infectés 
alors qu’aucun témoin n’était atteint. 

48 heures aprés Vinfection, 45 males infectés. étaient morts 
contre 5 seulement chez les témoins. 


(1) Les conditions d’éloignement ot nous nous trouvions de la région de Tan- 
Chau faisaient que nous devions expérimenter avec le matériel qui nous était 
adressé. De plus, il ne fallait pas songer a expérimenter A Tan-Chau,comme on le 


verra plus loin, les locaux étaient infectés et oil nous eit été impossible @ installer 
un laboratoire provisoire. 
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Agee le 53 MALES 50 MALES] 54 FEMELLES  /51 FEMELLES 
infectés, témoins. infectées. témoins. 
9 novembre.| 46 morts, rouge. | 0 mort. 0 mort. 0. mort. 
10 _ 29 morts, rouge | 5 worts./4 morts, rouge géné-| 2 morts. 
généralisé, ralisé. 
44 — 2 morts, rouge | 6 — 1{ morts, rouge bien} 4-mort. 
généralisé, visible aux anneaux, 
généralisé a la cavité 
du corps, articula- 
tion des ailes et ner- 
vures. Les femelles 
mortes contiennent 


toutes un grand 
nombre d’ceuts. 
42 —_ 2 morts, rouge gé-|143  — 3 morts. 3 morts. 
néralisé: 3 sur- 
vivants qui ne 
paraissent pas 
avoir étéinfectés. 


13 _— 0 mort. 8 — 4 mort. 27 — 
14 — 1 mort, non rouge.| 5 — 4 morts.: 5 = 
45 ~ 2morts,non rouge.}| 3 — 40 morts; 3 infection} 7 © — 
légére, ponte incom- 
plete. 
16 eae 0 mort. 8 — 3 morts. 5 
17 — 1 — 2 — 5 = 8 — 
18 — 4 morts, non rouge. | 8 
49 _— : 4 — — 5 
24 — 41 — —_ 40 — 
22 — { — 1 — 


48 heures aprés l’infection, 4 femelles infectées étaient 
mortes contre 2 seulement chez les témoins. 

72 heures aprés l’infection, 47 males infectés étaient morts 
cortre 11 seulement chez les témoins. } 

72 heures aprés Vinfection, 15 femelles infectées étaient 
mortes contre 5 seulement chez les témoins. 

Le pourcentage des décés était : 

Chez les males infectés de 88,6 0 /0, chez les femelles infectées 
de 29, 6 0/0. 

Chez les males témoins de 22 0/0, chez les femelles témoins 
de 5,8 0/0. 2 

Comme dans la premiére expérience, nous notions la_ mort 
plus rapide des males tant infectés que témoins. Tandis que 
les femelles isolées restent immobiles pour pondre, les males 
présentent une grande activité, ils volettent dans leur boite, 
se heurtent aux parois, se frottent et se contaminent les uns les 
autres et projettent ainsi la poussiére de leur duvet qui peut 
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intervenir dans la diffusion des germes (V. expérience III.) 
Tous les males et femelles qui moururent infectés présentérent 
les signes de l’infection par le rouge, se montrant d’abord sur 
les parties nues, dépourvues de duvet, envahissant ensuite la 
cavité générale, transforment le papillon en une masse de pein- 
ture rouge exhalant une forte odeur butyrique. Les femelles 
dont la ponte étaient commencée n’avaient pu l’achever et 
renfermaient encore un grand nombre d’ceufs dans leur abdomen. 

En coupant l’un des papillons morts en 24 heures, apres 
fixation a l’alcool absolu et inclusion dans la paraffine et en colo- 
rant par la thioaine, nous avons constaté la présence, dans 
les parois et dans la cavité générale du corps, de cocci mesu- 
rant 1441455 réunis le plus souvent deux 4 deux et de 
quelques éléments plus allongés a type bacillaire parfois granu- 
Jeux. 

Les deux lots d’ceufs pondus par les cinquante temelles 
infectées et par les cinquante femelles témoins furent suivis 
dans leur développement sans que l’on pit constater dans la 
récolte de différences notables entre les vers et les cocors issus 
de l’une ou de Il’autre de ces origines. 


Expérience III, — Les expériences précédentes avaient été faites avec 
des papillons venant de Tan-Chau, nous recimes un lot de beaux cocons de 
Dau-Giai, dans la province de Bienhoa. Dans cette localité le rouge n’a 
jamais été constaté. Aussi, le 1°T mai, au moyen d’une culture agée de 3 jours, 
nous ensemencons,laprés séparation, 25 males et 25 femelles et nous réser- 
vons 25 témoins males et 25 témoins femelles. 


25 MALES 25 MALES 25 FEMELLES 25 FEMELLES 
infectés témoins. infectées. témoins. 


5 
= 


-|18 morts rouges. 0 morts rouges. 
6 — — 2—4rouge.}5 — — 
1 spe — =o a 
0 
4 
rouge. 
non rouges. 
rouges. 
3 non rouges. 
non rouges. 


toils 


2 
3 
4 
5 
6 
eal 
8 


— 
—) 


Dans cette expérience, 18 males infectés étaient morts 
le 1¢T jour, 24 le second jour, le dernier survivant mourait le 


ee 
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4¢ jour. Tous présentaient les signes et la couleur de infection 
rouge. Pendant le méme temps deux témoins seulement mou- 
raient et les quatre derniers témoins ne mouraient que le 10¢ jour. 
_ Anoter qu’un témoin male mourut de rouge le 2¢ jour, nous 
ne pouvons expliquer ce fait de contamination que par le voisi- 
nage des males infectés et l’introduction de poussiére de duvet 
parmi le lot témoin. Le laboratoire ne pouvait étre incriminé, 
car 250 papillons sains s’y trouvaient exposés a lair et aucun 
d’eux ne présenta de rouge. . 

Dans le lot des ais 10 femelles étaient mortes rouges, 
le 4° jour, alors qu’il n’y avait encore aucune mort dans le lot 
témoin. au 

Tous les papillons de ces lots étaient pébrinés. 

Dans une autre série d’expériences nous avons recherché 
dans quelle mesure des cadavres de papillons morts du rouge 
pouvaient contaminer des papillons sains. 


Expérience I. — Le 10 novembre, 4 9 heures du matin, & un lot A de 
20 papillons males sains renfermé dans une boite en fer de dimensions 
16 xX 19 X 18, on ajoute 5 papillons morts. Un lot B de 20 males témoins 
est mis dans une boite de méme dimension. 


LOT A LOT B — TEMOIN 
ie nov., 9h. matin. 16 mente, noneere généralisé. 3 morts, non rouges. 
2 — — 4 2 — _ 
130 — — Sea ies se 
14 — = (hye be 
45. — a AN ace aa 
16 — = fine = fa 


Comme on le voit, 16 papillons mouraient. contaminés en 
24 heures. Les 20 étaient morts en 48 heures. Ici encore, comme 
dans les expériences précédentes, l’agitation et la mobilité 
des males avaient contribué 4 la rapidité de l’infection. 


Expérience IT. — 17 femelles saines, 25 malgs sains, tous papillons pro- 
venant d’un lot de cocons de Vinh-Hoa sont mis aussitét éclos le 20. février 
dans une boite en fer de dimension 18 X 9,5 X 9. On ajoute 3 papillons 
rouges dont 1 femelle morte en 24 heures présentant une couleur rouge 
intense et deux males morts en 24 heures, Oe hd ay qu’une coloration 
rouge peu accentuée. 

Aussitét que le cadavre rouge de la femelle est introduit dans la boite, 
les males sains viennent le fréler, puis le quittent et vont aux femelles 
saines. Bient6t, sous l’influence des traumatismes occasionnés par les males, 
la paroi abdominale du cadavre de la femelle rouge s’ouvre laissant voir les 
ceufs et laissant écouler un liquide rouge. 


+ 
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L’expérience continue ainsi : 

21, A 9 heures du matin, le cadavre de la femelle rouge est réduit a l’état 
de débris informes rouges, 9 femelles mortes rouges, l’abdomen gorgé d’ceufs, 
23 males morts rouges. 

4 heures du soir, 7 femelles mortes rouges, 2 males morts rouges. 

22, 4 8 heures du matin, la derniére femelle survivante est morte rouge 
gorgée d’ceuls. 

Expérience IIT. — 20 février 1909, & 3 heures du soir. A 23 papillons 
males sains éclos depuis 2 heures, on ajoute 1 femelle morte depuis 12 heures. 
Le cadavre est disloqué, le thorax et abdomen sont séparés. Tous les males 
présentent une agitation fébrile. Ils entourent le débri. de femelle morte 
et essaient une copulation, puis s’éloignent et cherchent a copuler entre eux 
ou s’accouplent. Par moment, le débris de femelle morte est couvert de 
6 a7 males qui la couvrent. 


24 9 heures matin..:...... Pas de morts. 

ao ph A)A EEN WAS UP ORY Nemes, Stet cate 4 morts rouges. 
22-019 c= Mabini ee Se — 

23 9. — att erst alels 4 — —- 

24 9 — TARE CISC 4 — — 

25 9 — es Meenas Bs eas Pas de mort. 

26 9 — Fr eb Oh orc Ab ss = 

27 9, — sy Hahecstsh bade fe 4 mort non rouge. 
28 9 — arb apne aeons 1 mort rouge. ° 


Aprés avoir infecté des papillons vivants, nous avons recher- 
ché l’action de l’agent pathogéne sur les papillons morts et nous 
avons pu voir que le rouge se développe d’autant moins bien 
que l’ensemencement a lieu plus d’heures ou de jours aprés la 
mort et qu'il ne se développe plus lorsque le papillon est des- 
séché. 

Essai @ inoculation aux vers ad soie. — A plusieurs reprises 
nous avons inoculé des vers 4 soie, au moment ou ils achevaient 
leur 4¢ mue, pour rechercher si le ver serait infecté et mourrait de 
rouge avant la montée et pour voir si, au cas ot la montée aurait 
lieu, linfection aurait une action sur la ahnysalide ou sur le 
papillon. € 

Sur 334 vers ensemencés dans plusieurs expériences, une 
fois seulement nous avons obtenu sur un ver. une culture rouge. 
Ce ver appartenait 4 un lot de cent vers sortis de la 4¢ mue 
dans la nuit du 29 au 30 novembre et ensemencé le 2 décembre. 
{1 mourut le 9 n’ayant pu faire la montée. II était flasque, la 
cavité générale était remplie d’un liquide rouge et renfermait des 
corpuscules de pébrine. Un ensemencement sur pomme de terre 
reproduit la culture rouge originelle. 
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On note souvent aussi dans les pontes des coufs de couleur 
rose Jaundtre. Nous n’avons pu retrouver le bacille rouge dans 
ces graines. 

Conditions de lVinfection. — Nous étant rendu a la station 
séricicole de Taén-Chau le 1° mars, il nous suffit de placer et 
@ouvrir, 2 9 heures du matin, avant le balayage, A différentes 
hauteurs sur les claies, 3 boites de Pétri contenant une tranche 
de pomme de terre stérile et de laisser ces boites exposées 
9 heures pour, les ayant rapportées Anotre laboratoire, constater 
le 3 mars, sur la boite n° 1,25 colonies rouges; sur la boite n° 2, 
12 colonies rouges et sur la boite n° 3, 7 colonies rouges. 

Ces résultats suffisaient 4 prouver l’infection de la magnanerie 
et prouvaient que les bactéries existant dans l’air pouvaient 
chaque jour avec les poussiéres du balayage se déposer sur les 
cocons des lots apportés de l’extérieur. A supposer que ces lots 
fussent sains, ils eussent été contaminés dans la magnanerie 
destinée a la sélection des graines et au progrés de la séricicul- 
ture dans la colonie. 

Au laboratoire, le 24 février 1909, nous nous étions rendu 
compte de la facilité avec laquelle l’infection pouvait se produire. 
En ouvrant. environ 3 minutes une boite de Pétri-gélose a cété 
d’une boite ou se trouvaient des papillons rouges et en soufflant 
légérement au-dessus de cette boite, nous avons obtenu une 
colonie rouge a la surface de la gélose. Des boites de Pétri témoins 
laissées ouvertes pendant une journée aux différentes parties du 
laboratoire, n’ayant présenté aucune colonie rouge, nous avalent 
attesté la non infection de Vair de ce laboratoire. 

Nous avons vu plus haut dans l’expérience III, page 538, 
un papillon d’un lot témoin infecté par la proximité d’une boite 
de papillons infectés. Nous avons vu aussi avec quelle facilité 
des papillons infectés peuvent contaminer des papillons sains. 
Mais a Tan-Chau le réle des papillons infectés, agissant comme 
agents directs de la contamination des papillons sains, ne pou- 
vait étre invoqué; on sait depuis les travaux de Pasteur sur 
la maladie des vers 4 soie comment, dans les magnaneries, se 
produit l’opération du grainage. Voici comment cette opération 
se pratique a la station séricicole de Tan-Chau : — 

L’éclosion des papillons males et femelles étant constatée par 
exemple de 6 heures 48 heures du matin, les papillons accouplés 
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sont séparés vers midi. Les males sont jetés. Les femelles sont 
isolées sur les planchettes, chaque femelle sous un petit entonnoir 
ou elle commencera sa ponte vers 3 ou 4 heures de l’aprés-midi. 
Aprés 24 heures, si possible, on commence l’examen des pontes 
en vue de la sélection. 

C’est en pratiquant cet examen et en soulevant les enton- 
noirs que les premiers cas de rouge avaient été signalés a la sta- 
tion séricicole de Tan-Chau. Aussi, recherchant les conditions 
de l’infection, avons-nous recherché si ces entonnoirs, qui n’étaient 
jamais stérilisés, ne pouvaient transmettre l’infection. 

En essuyant l’intérieur de ces entonnoirs avec un tampon 
de coton stérile monté, et en ensemencant ensuite des tranches 
de pommes de terre stériles, nous n’avons pu obtenir de colonies 
rouges. 

Nous n’avons pu infecter des papillons sains non originaires 
de Tan-Chau, en les recouvrant d’entonnoirs venant de la 
station séricicole. . : 

Voici quel est pour nous le mécanisme de J’infection des 
papillons. Nous avons vu plus haut que chaque jour, avec les 
poussiéres du balayage, les bactéries se déposent sur les claies, 
sur les paniers et par conséquent sur les cocons. On sait qu’au 
moment de l’éclosion le papillon amollit les fils de soie de l’ex- 
trémité du cocon au moyen d’un liquide qu’il sécréte, écarte 
avec ses pattes les fils du cocon, sort la téte, les premiéres pattes, 
puis tout son corps dont la surface apparait mouillée. Nous avons 
recherché le micrococcus sur les extrémités mouillées de ce cocon. 

Le 16 mars, 4 9 heures du matin, a la suite de l’éclosion de 
cocons d’un lot venant de Thuang-Phuoc, nous frottons les 
extrémités mouillées de deux de ces cocons pris au hasard dans 
le lot, 4 la surface de tranches de pommes de terre stériles en 


boites de Pétri. Le 18, de nombreuses colonies rouges apparais-, 


sent ala surface des pommes de terre. 


On peut donc présumer, d’aprés cette expérience, que le papil- 


lon s’infecte au moment ou il écarte les fils de soie amollis par 
sa bave et ou il sort tout humide de son cocon. 

Dans ces conditions, il y avait leu de craindre que les germes 
qui infectaient la magnanerie de Tan-Chdu n’y eussent été 
apportés par les cocons venant des petits élevages indigénes et 


des cases annamites pauvres, ou tout soin de propretéest inconnu 
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et que, pour mettre fin a l’infection, il ne fut plus suffisant de 
désinfecter la magnanerie de Tan-Chau, mais qu’il fut nécessaire, 
ce qui est beaucoup plus difficile, de désinfecter toutes les cases 
annamites susceptibles de fournir des lots contaminés. 

En effet, la désinfection de la magnanerie fut faite le 4 mars, 
les balayages quotidiens furent remplacés par des nettoyages 
au linge mouillé, les entonnoirs furent stérilisés aprés avoir servi. 
A la suite de ces opérations on constata encore des papillons 


rouges dans divers lots, mais dans des proportions moindres. 


CONCLUSIONS 


s 


De l’ensemble des faits relatés au cours de cette étude, il 
nous parait rationel de tirer les conclusions suivantes : 

1° Il existe dans la région de Tan-Chau (Cochinchine) une 
maladie du papillon du ver 4 soie que nous proposons d’appeler 
la maladie du Rouge du Papillon du ver a soie, due a un cocco- 
bacille, chromogéne. Nous avons rencontré ce micrococcus dans 


lair de la station séricicole de Tan-Chau et a la surface humide 


de cocons aprés l’éclosion des papillons ; 

2° La maladie existe en Cochinchine avec les autres maladies 
(pébrine, maladie de la Mouche (1) dans la région de Tan- 
Chau. Dans cette région les vers sont élevés dans des cases 
annamites pauvres, étroites et malpropres, par des indigénes 
pratiquant empiriquement |’éducation des vers a soie depuis 
des générations. Ces petits sériciculteurs ignorent, comme l’igno- 
raient avant les travaux} de Pasteur les sériciculteurs frane¢ais, 
qwil est possible de lutter contre les maladies qui déciment 
actuellement ou anéantissent leurs élevages ; 

3° Le reméde a préconiser contre le Rouge est la destruction 
immédiate de tout papillon contaminé, suivie de la désinfection 
des paniers, des claies et des parois de la magnanerie} _ 

4° La maladie du Rouge fait actuellement beaucoup moins de 
ravages que la Pébrine et la maladie de la Mouche.. 


(1) Cette maladie que nous avions d’abord pensé étre ?Oudji du Japon da a 
Ugimya Séricaria (V. Bulletin administratif de la Cochinchine, 2 juill. 14908) est occa- 
sionnée par une Tachinaire que Villeneuve de Rambouillet, a qui nous avons 
rapporté des spécimens, a reconnu étre Tricholyga Grandis Zett. Cette mouche 
est appelée Con-Lang par les Annamites. 
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Elle ne détruit pas, comme ces derniéres, des élevages entiers. 
Aussi disparaitra-t-elle avec les autres maladies, le jour ou les 
sériculteurs annamites, dont l'éducation est déja commencée 
par nos soins, auront compris la nécessité et les régles de la sélec- 
tion et auront fait comprendre aux petits éleveurs que cette 
sélection ne peut donner ses fruits que si les graines sont ensuite 
élevées avec les soins les plus intelligents et les régles les plus 
minutieuses de Phygiéne, dans des magnaneries d’une irrépro- 
chable propreté. A cette seule condition I’élevage du ver a soie, 
qui parait rencontrer dans le climat de Cochinchine les conditions 
les plus favorables et qui cependant périclite aujourd’hui, pourra 
prendre tout son développement et viendra s’ajouter aux autres 
sources de richesse de cette région favorisée de l’ Indochine. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE IX 


Fic. 4. — Coccobacille. Culture en bouillon, agée de 24 heures. 

Fic. 2. — Culture sur pomme de terre, Agée de 4 jours, laissée a Ja 
température du laboratoire. 

Fre. 3. — Culture sur pomme de terre, agée de 4 jours, mise 4 Pétuve 
a 40° pendant 48 heures. 

Fre. 4. — Papillon femelle mort en 48 heures. 

Fie. 5. — Papillon male mort en 48 heures. 

Fic. 6. — Papillon male rouge, mort en 48 heures. Dessiné 24 heures 
apres la mort. 

Fic. 7. — Papillon femelle témoin. 


Fic. 8. — Papillon male témoin. 
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Theorie et Pratique 


par P. MAZE, 
(Suete et fin) 


VIIl. -- GENFRALISATION DES PRINCIPES POSES . APPLICATION A LA FABRICA- 


TION DES DIFFERENTES VARIETES DE FROMAGES 


Les questions que souléve la fabrication des fromages 4a pate 
molle, la plus difficile de toutes les fabrications, étant ainsi réso- 
Iues aussi bien en théorie qu’en pratique, il convient d’examiner te 
parti que les producteurs d’autres variélés de fromages peuvent en 
lirer. . 

Bien que ces variétés soient trés nombreuses, on peut les grouper 
en quatre catégories en ne tenant compte que des procédés de fabri- 
cation. 

Ce sont : 

1° Les fromages frais qui sé consomment a Vétat acide ; 

2° Les fromages a pate pressée ; 

3° Les fromages 4 pate pressée et cuite ; 

4° Les fromages persillés. 

Toutes ces variétés de fromages indistinctement exigent un degré 
dacidité bien déterminé, qui doit étre fixé aussi rigoureusement que 
celul qui convient a la fabrication du brie et du camembert. 

Ils exigent également le concours des ferments lactiques ordi- 
naires, a part les fromages 4 pate cuite, gruyére et emmenthal ; leur 
caillé ne doit pas renfermer d’autres espéces microbiennes. Nous 
voila par conséquent placés en présence des deux conditions les plus 
importantes que l’industrie doit réaliser, quelle que soit la variété 
de fromage qu’elle prépare : pureté microbienne du lait mis en 
ceuvre, et fixation de lacidité initiale, ou en d'autres termes, déter- 
mination du nombre de ferments lactiques présents. 

Les moyens de les réaliser ne différent pas de ceux que j'ai recom- 
mandés pour les fromages a pate molle. 

Si l'on veut se reporter 4 la définition des fromages affinés, on 
remarque qu'elle s'applique aussi bien aux fromages a pate pressée 
ou cuite, aux fromages persillés, qu’aé ceux que j’ai étudiés jus- 
quiici. : 

Il s’agit en effet de séparer de extrait insoluble la quantité con- 
venable de petit-lait et de faire disparaitre ensuite, par une sorte 
d’épuration chimique effectuée par les microbes, le sucre de lait et 
ses dérivés. 
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Les procédés varient et l’expulsion du sérum est plus ou moins 
complete, suivant la nature des moyens physiques et mécaniques mis 
en ceuvre, et c’ést toujours la quantité de sérum retenu qui impose 
des méthodes de fermentations bien déterminées. 

Mais il convient de procéder par des exemples, car la portée de 
ces considérations générales ne ressort clairement que lorsqu’elles 
se présentent comme la conclusion de faits particuliers, que tous 
tes praticiens ont observés. 


Fromages frais. 

Les fromages frais comprennent les fromages 4 la créme, qui 
eont consommés aussitét qu'il sont égouttés et les fromages double- 
créme qui subissent un affinage assez avancé par suite de la présence 
d'une flore superficielle, sans que cet affinage soit cependant poussé 
4 son dernier degré, caractérisé par la transformation de Vétat 
floconneux du caillé en état vitreux. 

Les uns et les autres se préparent 4 peu pres de la méme facon, 
en ce qui concerne Jes méthodes de coagulation et d’égouttage ; 
cependant les double-créme sont le plus souvent égouttés en moule. 

La pale de ces fromages ne renferme que des ferments lactiques, 
je devrais dire, ne doit renfermer que des ferments lactiques. Ce 
sont des laits caillés, essorés purement et simplement. 

Le Poitou, la Vendée et la Bretagne en fabriquent beaucoup ; 
mais ils n’en font pas lobjet d'un grand commerce. Ce sont cepen- 
dant leurs procédés que l'industrie a mis en pratique en les appli- 
quant, au moyen d’un outillage adapté, 4 la fabrication en grand ; 
mais autant qu il m’a été donné de le constater, les professionnels 
de la fromagerie industrielle, & part quelques exceptions, n’en ont 
pas saisi la technique dans toute sa simplicité. Ils ne concoivent pas 
le caillé sans présure. Pour eux, le lait caillé spontanément est im- 
propre a tout usage industriel et sls en retirent le beurre, c’est 
presque a contre-coeur. 

I] n’en est pas moins vrai que le caillé des fromages a la créme 
s‘obtient par acidification, méme quand on additionne le tait de pré- 
sure. On s’arrange en effet de fagon A faire.durer la coagulation 
24 heures au moins. Si on dispose d’une temprature de 15-16, on y 
a recours de préférence a toute autre, et comme on ralentit ainsi la 
fermentation lactique, on additionne quelquefois le lait de quan- 
tités relativement grandes de présure, dans le but de hater la coa- 
gulation ; elle n’en va guére plus vite et le résultat le plus clair de 
cette opération inconsidérée c’est de donner au fromage une odeur 
et une saveur désagréable de présure qu’on est tout surpris de décou- 
vrir dans le caillé. . 

Les fromagers ne connaissent donc pas les propriétés de la pré- 
sure, ils semblent ignorer en particulier que son action est pratique- 
ment nulle au-dessous de 20° 


L’un des points délicats de la fabrication des double-créme, c’est 
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lenrichissement du caillé en matiéres grasses. Les uns effectuent le 
mélange du caillé égoutté avec de la créme fraiche ou fermentée ; les 
autres donnent leur préférence au procédé qui consiste 4 faire le 
mélange de lait et de créme avant la coagulation ; et pour empécher 
Vascension de la matiére grasse, ils introduisent dans le lait une 
quantité suffisante de présure pour obtenir un coagulum mou au 
bout d’une heure. La matiére grasse ne peut plus monter 4 travers 
cette masse gélatineuse, de sorte que Vhomogénéité du caillé se— 
trouve ainsi assurée. On laisse l'acidification se poursuivre dans le 
coagulum, et au bout de 24 heures, son acidité atteint environ 7 a 
8 grammes d’acide lactique par litre. On procéde alors a l’égouttage, 
soit sur toile, soit en moule. Il est certain que ceux qui ne sont pas 
bien outillés pour effectuer mécaniquement le mélange du caillé et 
de la créme, trouvent 4 cette méthode un avantage incontestable, et a 
ce titre, elle doit étre recommandée ; mais il faut bien se garder 
d’ajouter des quantités de présure exagérées, et c’est pour cela qu'il 
ne faut pas abaisser la température du lait au-dessous de 25°, pen- 
dant la coagulation par la présure ; il n’est pas prudent non plus de 
conserver une température élevée pendant lacidification, car il se 
forme alors un voile de mycoderme et d’oidium 4 la surface du caillé. 
Pendant légouttage, ces microbes continuent de proliférer si bien 
que les fromages sont déja altérés avant d’étre moulés. 

La pasteurisation du lait et de la créme est appelée 4 donner dans 
ce genre de fabrication, son maximum de résultats ; il s’agit en effet 
@obtenir une fermentation lactique pure et si les praticiens s’ingé- 
nient 4 travailler & basse température, c’est pour éviter les accidents 
dus 4 la contamination du lait ou de la créme. Si l’on a détruit tous 
ces ferments de maladie, il est possible de réaliser Vacidification 4 
25° et de réduire 4 12 heures un travail qui en dure 24, par l’addi- 
tion d’une quantité suffisante de levain lactique pur. Le caillé posséde 
les mémes qualités, et les fromages présentent l’énorme avantage 
de se conserver plusieurs jours. 

Quant a lVenrichissement en créme, il a pour but d’atténuer I’aci- 
dité relative du caillé et de masquer sa saveur trop prononcée dans 
une pate obtenue simplement avec du lait entier. 

Les fromages double-créme que l’on soumet a Vaffinage, se fabri- 
quent exactement de la méme fagon que les premiers. - 

Cependant la plupart des praticiens réalisent I’égouttage en 
moule. Cette précaution n'est. pas nécessaire ; mais ce qu'il née faut 
pas négliger c’est Pensemencement de la moisissure. Ces fromages 
portent le plus souvent du P. Candidum ; il faut done recourir a 
lYensemencement direct ; de tout temps, les fromagers ont introduit 
la moisissure en question dans le lait ou le caillé ; le méme moyen 
est d’ailleurs employé pour obtenir la moisissure des bondons et:simi- 
laires, et on ensemence plutét copieusement. La « grosse peau » ne 
préserte pas beaucoup d’inconvénients chez -ces fromages, puisqu’ils 
sont livrés A la consommation quelques jours avant que le caillé 
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ne devienne alcalin ; par contre, l'absence de moisissure et Vabon- 
dance des ferments du « rouge » constitueraient un grave défaut, 
car les caillés enrichis en créme ne supportent pas une alcalinisation 
sensible en raison de la facilité avec laquelle l’'ammoniaque décom- 
pose la matiére grasse insuffisamment protégée par la caséine. 


x 


Fromages a pdle pressée. 

Dans les fromages A pate pressée on peut grouper : les fromages 
du Cantal, le parmesan, les fromages américains et anglais, le fro- 
mage d’Edam, les fromages « lavés » de Livarot, de Minster, de 
Maroilles, de Pont-lEvéque de Saint-Remi. 

Ces fromages ne se ressemblent ni comme aspect, ni comme 
saveur ; ils ont cependant un point commun, c’est le moyen employé 
pour séparer le caillé du sérum ; il consiste en effet en une division 
plus ou moins grande du caillé, suivie d’un pressurage plus ou moins 
fort. Au cours de laffinage les uns conservent leur acidité, les autres 
deviennent trés forlement alcalins, comme le minster et le ma- 
roilles, sur Jesquels on entretient. a cet effet une flore microbienne 
abondante, précédée d'une végétation cryptogamique (moisissure) 
comme dans Je maroilles. 

Le fromage du Cantal constitue un type de fromage a pate pres- 
sée. Sa fabrication a été suivie et étudiée par M. Duclaux. Elle com- 
porte deux phases ; dans la premiére, le fromager réunit tout le lait 
dune traite, le met en présure et procéde 4 sa coagulation. Ce résul- 
tat obtenu, on provoque la séparation du sérum en imprimant aux 
grains obtenus par rompage un mouvement de rotation continu ; 
Yexpulsion du_petit-lait se fait ainsi par rétraction ; on compléte 
Topération par un pétrissage et on laisse le caillé s’acidifier ; la 
masse devient alors filtrante ; on procéde 4 un nouvel égouttage par 
pétrissage et la tome ainsi obtenue est jointe aux précédentes dans 
un moule dont on fait le plein pour obtenir la forme. 

Le fromager ne cherche pas: a _ sélectionner les ferments 
utiles, il laisse ce soin a la nature ; leur choix est done livré aux 
soins qu'on apporte a la traite et aux manipulations du lait ; or, nous 
savons que ces précautions tendent vers la réalisation empirique 
d'une fermentation lactique pure. 

M. Duclaux a bien mis en relief la nécessité de cette acidification. 
On peut done affirmer que les vrais ferments du fromage de Cantal 
sont les ferments lactiques. La pate du fromage affiné en porte bien 
les caractéres ; son acidité, sa saveur, son odeur le prouvent sura- 
bondamment. . 

Les fromages américains, le parmesan, rappellent beaucoup le 
fromage du Cantal pour la bonne raison. que 1a, encore, ainsi que 
les savants américains l’ont démontré pour les premiers, M. Gorini 
pour le second, ce sont les ferments lactiques qui se chargent exclu- 
sivement du travail de maturation. La fabrication différe cependant 
de celle des fromages du Cantal ; elle comporte en effet um rompage 
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du caillé suivi dun moulage qui exige un pressurage méca- 
nique, destiné 4 assurer progressivement légouttage. Le parmesan 
étant fabriqué avec du lait partiellement écrémé, doit subir un égout- 


tage plus avancé ; le caillé, une fois divisé, est chauffé progressive-. 


ment jusqu’a 45°; le chauffage facilite !égouttage en provoquant 
la rétraction du caillé ; mais les ferments lactiques résistent 4 cette 
température. Toutes ces variétés de fromages qui se prétent bien a 
la fabrication industrielle gagneraient beaucoup en régularité et en 
qualité, s'ils étaient préparés avec du lait pasteurisé, additionné de 
ferments lactiques en quantité convenable. 

Le fromage de Hollande a été étudié surtout par MM. Beehkout et 
de Wries. C’est encore un fromage dont la pate reste acide; et 
comme il est fabriqué également avec du lait partiellement écrémé, il 
doit étre égoutté trés fortement ;on obtient ce résultat en le soumet- 
tant pendant 24 heures 4 une pression qu’on éléve progressivement, 


si bien qu’elle devient trés forte vers la fin de l’opération. Il importe - 


en effet que ces fromages retiennent peu de sérum, afin que la saveur 
acide ne soit pas trop prononcée. 

Beaucoup de fromagers utilisent le petit-lait pour ensemencer 
le lait qui sert a la fabrication suivante. On recherche pour cet 
usage un ferment lactique qui posséde la propriété. de rendre le 
lait un peu filant, comme le ferment du gros lait de Bretagne. Mats 
on renonce de plus en plus a cette habitude, et on préfére travailler 
le lait frais tel qwil se présente. L’ensemencement empirique trans- 
met en effet les accidents de fermentation et comme le caillé du fro- 


raage de Hollande doit étre préparé avec du lait trés peu acide, afin - 


que l’'affinage ne dure pas trop, il convient aussi de ne pas faire 
intervenir de trop fortes doses de ferments lactiques. 

Le fromage fabriqué avec du lait frais, trés peu acide dene tou- 
jours une pate plus onctueuse, plus souple que le lait riche en fer- 
ments lactiques. 

Beaucoup d'industriels francais ont tenté cette fabrication, mais 
ils ne réussissent pas & reproduire les qualités du fromage hollan- 
dais. Cela tient surtout 4 ce! quils utilisent du lait trop acide. Le 
caillé quils préparent ségoutte trop vite et produit un fromage sec 
et cassant. I] arrive méme fréquemment que les fromages se fendent 


sous l’influence de la dessiccation. Le boursouflement de la pate est. 


fréquent aussi en été; il est du, je l’ai dit, 4 des ferments produc- 
teurs d@hydrogéne, le bacillus lactis aerogenes entre autres. Le méme 
accident est trés connu en Hollande ot on y remédie en introduisant 
1 décigramme environ, de salpétre par litre de lait. L’hydrogéne 
réduit Vacide nitrique et forme de l’acide nitreux. L’acide carboni- 
que dissous dans le sérum se dégage par diffusion, de sorte que la 
boursouflure est ainsi évitée. L’acide nitreux qui prend naissance 
géne l'acidification, atténue donc trés sensiblement les inconvénients, 
résultant. d'une acidité trop élevée. Mais ce procédé ne constitue 
qu'un pis-aller, car pour assurer la marche des fermentations. et 


Se 
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régler la fabrication, il n’y a qu'un moyen, c'est de détruire les bac- 
téries nuisibles, pour les remplacer par des. cultures de ferments 
lactiques. La fabrication industrielle de ce fromage, nest possible 
qu’a cette double condition. 

Les fromages lavés se fabriquent & peu prés de la méme fagon ; 
le Port-du-Salut qui prend une importance industrielle considéra- 
ble, comporte exactement les mémes manipulations ; mais on cons- 
tate, par les résultats trés différents qu’elle donne, que cette 
technique n’est pas encore bien fixée. Elle exige également du lait 
trés peu acide; il y a donc dans cette condition un obstacle trés 
important, que l'industrie ne parvient pas 4 tourner facilement. La 
clientéle donne sa préférence aux fromages 4 pate élastique, homo- 
géne, privée de trous autant que possible, et surtout, dépourvue 
de saveur forte et amére, d’odeur désagréable, qui se rencontrent 
trop. fréquemment dans cette catégorie de produits. 

L’ensemble de ces caractéres qui sont aussi ceux du Pont-l’Evé- 
que industriel, prouve que la fabrication du Port-du-Salut se fait 
avec du lait frais, renfermant peu de ferments lactiques ; l’expé- 
rience montre d’ailleurs que les meilleurs résultats s’obtiennent dans 
ces conditions. 

Mais, le plus souvent ces fromages possédent une saveur trés 
forte; les soins quwils réclament dans les caves d’affinage, favori- 
sent le développement d'un nombre considérable d’espéces bacté- 
riennes qui forment a la surface de la crotite, toujours humide, une 
couche glaireuse ot les microbes anaérobies peuvent se développer. 
Ces ferments dégagent beaucoup d’ammoniaque et interviennent ainsi 
dans la maturation du caillé, mais la pate doit rester acide ; si par 
hasard elle devient alcaline, elle prend un got amer trés prononcé. 

Ces ferments remplissent un réle utile, ils sont done indispen- 
‘sables ; ils n’en constituent pas moins un danger en raison de la 
contamination, toujours possible, du lait mis en ceuvre par l’inter- 
médiaire des employés. Si le caillé regoit dans toute sa masse qued- 
-ques-unes des espéces anaérobies qui pullulent dans les caves, il est 
certain que la qualité du fromage y perdra beaucoup, et c’est préci- 
sément cette contamination qui explique la diversité de godt dans le 
Port-du-Salut, et d’une fagon générale chez tous les fromages lavés. 

Lorsqu’on se propose de réaliser cette fabrication de facon A obte- 
nir des produits de bonne qualité, la premiére condition A rem- 
plir, c’est de bien isoler les caves du reste de la fromagerie, et d’uti- 
liser de part et d’autre, des employés exclusivement attachés A une 
besogne bien déterminée. . 

Cette séparation existe d’ailleurs dans la pratique et elle est rigou- 
reusement observée pour le livarot, le maroilles et le minster, pour 
la raison bien simple que les fromages fabriqués par les fermiers sont 
achetés par des affineurs qui les travaillent dans leurs propres caves. 

Cette spécialisation du travail. est bien plus nécessaire pour les 
fromages lavés que pour beaucoup d’autres variétés de fromages 


hi Londen, 


TECHNIQUE FROMAGERE ; 549 


comme le brie et le camembert, ot d’ailleurs on y renonce de plus 
en plus ; et c’est grace 4 elle que leur fabrication est possible. 

‘Les essais d’industrialisation du maroilles et du minster n’ont pas 
toujours donné des résultats avantageux, parce que ces fromages 
ne peuvent se fabriquer qu’avec du lait frais. L’industrie qui ne dis- 
pose trop souvent que de lait acide ne peut pas fabriquer-des fro- — 
mages volumineux sans les voir exposés a des accidents variés pen- 


dant Vaffinage. 


Le maroiiles et le minster changent en effet de réaction pendant 
la maturation ; si le caillé est fortement acide, la moisissure qui 
couvre le maroilles parvient difficilement 4 détruire tout lacide lac- 
tique qui s’y forme, en raison de l’épaisseur du fromage. Le .méme 
inconvénient se fait sentir plus fortement encore dans les fromages 
de Minster qui ne portent pas de moisissure. : 

J’ai rappelé comment lindustrie a trouvé sa voie dans ce genre 
de fabrication, —p. 452; pour faire le fromage de Maroilles avec du 
lait ramassé, il est prudent aussi de réduire de moitié son épais- 
seur ; la destruction du sucre de lait et de lacide lactique se feront 
alors dans les mémes conditions que dans le brie et le camembert ; 
on obtiendra un fromage plus doux, moins chargé en ammoniaque, 
qui conservera néanmoins le godt du maroilles, s'il porte les ferments 
du fromage lavé; mais on s’apercevra bien vite quil y a toujours 
avantage a renoncer 4 ces ferments pour n’adopter que ceux des fro- 
mages a pate molle. 

Lorsqu’on étudie la flore des fromages 4 pate pressée, on constate 
que Je caillé s’appauvrit rapidement en ferments vivants. Pour se 
faire une idée exacte de sa composition, il faut isoler-les espéces 
que renferme le lait ou le caillé pendant son égouttage. On voit 
ainsi que lon se trouve naturellement en présence d’une fermenta- 
tion lactique, et l’expérience prouve que la qualité des produits est 
toujours en raison directe de la pureté de cette fermentation. . 

Mais les ferments lactiques sont peu vivaces ; ils meurent plus 
vite que beaucoup d’autres espéces, lorsquils séjournent longtemps 
dans les milieux qwils ont fait fermenter, si d’autres facteurs n’inter- 


-viennent pas pour en abaisser le taux d’acidité. C’est ce qui arrive 


chez les fromages a pate pressée dont la maturation dure plusieurs 
mois. Si on fait des analyses microbiennes au cours de l’affinage, on 
voit disparaitre les ferments lactiques ; d’autres espéces plus résis- 
tantes a l’acidité persistent, voir p. 441 et 460, mais elles sont peu nom- 
breuses et elles ne présentent pas la régularité spécifique qui carac- 
térise les ferments réellement utiles. Ces espéces accidentelles peu- 
vent elles-mémes disparaitre, si bien que les portions de fromages 
utilisés pour les recherches sont quelquefois privées de microbes. 
L’analyse chimique prouve cependant. que les transformations sui- 
vent leur cours ; il n’en-faut pas plus pour se laisser aller a des inter- 


prétations inexactes si. on ne cherche pas 4 confirmer par |’expé- 
rience directe, les résultats théoriques fournis par les analyses. 


550 ’ ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Mais si on vérifie ainsi les déductions théoriques, on est conduit 
} formuler les conclusions suivantes : 

Le caillé des fromages A pate pressée ne doit renfermer que des 
ferments lactiques, et si on se propose de les fabriquer avec du lait 
pasteurisé, il est indispensable d’additionner le lait d'une quantité 
de levain de ferments lactiques qui produisent une acidification dont 
la marche est identique 4 celle que l’on obtient dans une fabrication 
normale. Cette comparaison exige la détermination préalable de la 
courbe d’acidification des divers fromages. 


Fromages a pale cuitfe. 


Cette catégorie de fromages ne comprend que le Gruyére et 
’Emmenthal ; le chauffage du caillé ne conduif & une différenciation 
justifiée des variétés des fromages, qu’autant qu’il est suffisant pour 
modifier leur flore microbienne. Ce résultat ne s’oblient que dans la 
fabrication du Gruyére et de l'Emmenthal ; partout ailleurs les fer- 
ments lactiques que j'ai définis par leurs propriétés, persistent. Les 
fromages i pate cuite exigent donc l'emploi de ferments acidifiants 
spéciaux que les fromagers préparent sur place, sans se douter 
qu’ils sont en présence de yéritables levains, ce qui ne les empéche 
pas de les entretenir avec des soins tout particuliers. 

De Freudenreich et ses éléves se sont attachés 4 létude de ces 
ferments et ils ont montré que ce sont surtout les ferments acidi- 
fiants qui président 4 la fabrication et 4 la maturation de l’Emmen- 
thal. Parmi ces microbes, ils ont constaté la présence de ferments 
propioniques, capables de détruire l’acide lactique du caillé. A cété 
des ferments acidifiants peu actifs, p. 441, des ferments propio- 
niques, j’ai constaté la présence d’anaérobies stricts, bactéries aci- 
difiantes également ; mais comme les fruitiéres francaises sont éloi- 
enées de Paris, il est assez difficile de se livrer A une étude métho- 
dique des ferments du gruyére.. 


Il ne faut pas compter d’ailleurs que la pasteurisation du lait 
est appelée 4 rendre, dans ce genre de fabrication, les mémes ser- 
vices qu’on peut en attendre ailleurs. Les fruitiers procédent en effet 
a une sélection des microbes par le chauffage du caillé A 60° 5 ce 
chauffage constitue une véritable pasteurisation, car on chauffe len- 
tement de fagon a passer de la température de 30° a 60°, en 20 A 
30 minutes. Une fois 60° atteinte, on laisse reposer un quart d’heure. 

Parmi les microbes qui résistent, il y en a de nuisibles ; il serait 
donc intéressant de les connaitre en méme temps que les espéces 
utiles, car, dans les conditions actuelles, aucune précaution spéciale 
n'est prise pour les éliminer. __ ; 

Le fruitier a ses procédés, et il s’en écarte aussi peu que pos- 
sible ; s'ils réussissent tant mieux, s’ils ne réussissent pas, il lui est 
bien difficile d’en connaitre les raisons ; mais dans la fabrication du 


gruyére, plus encore que dans les autres industries fromagéres, on 
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est disposé a accuser la mauvaise qualité du lait. Et cependant, 
c'est certainement sur ce terrain que les méthodes empiriques attei- 
gnent le plus-haut degré de perfection. 

Les Suisses ont acquis dans cette industrie une réputation juste- 
ment méritée ; les bonnes fruitiéres frangaises ont généralement a 
leur téte un employé suisse ; mais malheureusement, s‘ils apportent 
leurs procédés, ils laissent dans leur pays natal quelque chose d’in- 
dispensable, qui ne peut se trouver que dans le lait; les produits 
quils fabriquent en France n'ont pas toujours la réputation du fro- 
mage suisse. big 

En y regardant de prés nous trouverons la cause de cet état de 
choses ; la théorie de la fabrication n’existe pas et celle qu’on en 
donne généralement repose sur des interprétations fantaisistes. 

Il est facile de la rattacher a la théorie générale que j'ai donnée 
de la fabrication des fromages, basée sur la fixation des trois cons- 
tantes de la coagulation et sur la nécessité d’employer les ferments 
utiles en quantité bien déterminée. 

La présure et la température sont, comme toujours, trés faciles 
ih régler; et, régle générale aussi, c’est encore l’acidité qui rest2 
le facteur variable, puisqu’il dépend de l'état. de conservation du lait. 

La pratique a établi qu’il est, sinon nécessaire, du moins trés avan- 
tageux de conserver une certaine quantité de lait afin d’appauvrir 
le lait en créme. On n’a vu dans cette coutume qu'une opération de 
‘peu d'importance et puisqu’il ne s’agit que d’écrémer, on a bien 
plus vite fait de passer une certaine fraction du lait 4 la centrifuge. 
Les résultats sont tout différents et médiocres, nous verrons pour 
quelle raison. 

Le lait conservé s’acidifie plus ou moins, de sorte que son acidité 
intervient dans la coagulation; il devient alors nécessaire de la 


régler, car il y a un taux d’acidité qui convient mieux pour une bonne | 


fabrication ; lorsque Vacidité est trop, élevée, ce qui arrive fréquem- 
ment en été, le caillé ne se lie pas; il serait facile d’éviter cet acci- 
dent en réduisant la quantité de lait acide, de facon 4 obtenir tou- 
jours le méme degré d’acidité dans le mélange ; mais comme on 
na en vue que l’écrémage, on s’attache surtout 4 enlever la méme 
quantité de créme, résultat qui n’a cependant qu’une importance 
infime dans la marche des fermentations. 

Le fruitier cherche 4 éviter les accidents de fabrication causés 
par un excés d’acidité, en diminuant le chauffage du caillé. Au lieu 
de le chauffer 4 60°, il se contente de le porter 4 55°, 50° et méme 45°. 
Le résultat n’est plus du tout le méme, parce qu’on conserve ainsi 
les ferments lactiques ordinaires qui produisent plus d’acidité, don- 
nent une pate plus grenue qui fait des mille-trous ou des fromages 
morts, lesquels ne sont pas toujours dépourvus ni de finesse, ni 
de qualité, bien au contraire ; mais ce sont des genres de parmesan & 
péte grasse, 4 saveur de ferments lactiques ordinaires. 

On voit done qu’il est indispensable de fixer l’acidité du lait A un 
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taux convenable, voisin de 2 gr. 3 A 2 gr. 4 d’acide lactique par litre, 
trés vraisemblablement ; mais je ne suis pas, en mesure d’affirmer 
que ce chiffre soit bien celui que réalisent les fromagers suisses, car 
je n’ai pas fait de déterminations assez nombreuses a ce sujet, et 
Jes manuels et d'une fagon générale la littérature, n’ont pas fait res- 
sortir importance de ce détail. 

Si c’est un manque d’acidité que l’on constate, et il en est tou- 
jours ainsi lorsqu’on emploie du lait frais dont on écréme une partie 
4 la centrifuge, le caillé n’a plus la méme consistance, il est plus 


souple, plus élastique, retient plus de petit-lait et manque de godt et — 


d’arome. 

En méme temps que la présure, le fruitier introduit dans le lait 
une culture de ferments propres a l'affinage du gruyére. Cetle macé- 
ralion de caillette n'est aulre chose qu'une cullure de tous les fer- 
menis de la fruiliére, capables de se développer en milieu acide. 

La théorie n’y a guére vu autre chose qu'une solution de pré- 
sure, qu'il faut entretenir avec soin de fagon 4 éviter sa putréfac- 
tion ; elle a considéré usage des présures liquides comme une modi- 
fication susceptible de constituer un progrés dans fa fabrication. 
Cette déduction est logique, mais comme la théorie n’a vu d’abord 
qu'un colé de Ja question, de beaucoup le moins important, les 
essais de fabrication se sont chargés de lui démontrer brutalement 
qu'elle portait des visiéres. La macération de caillette préparée sur 
place reste un facteur indispensable a la fabrication, parce quelle 
est surtout une culiure des ferments dont le fruitier ne peut se passer. 

Toutes les recommandations relatives & l’emploi de ces caillettes 
semblent dictées par un bactériologiste trés averti sur la matiére, 
et cependant c’est l’observation empirique qui parle : Les caillettes 
doivent étre préparées avec de la recuilte ou petit-lait d’égouttage en 
chaudiére, débarrassée d’albumines par un chauffage a 100° aprés 
acidification convenable par addition d’aisy. Entendons par la que 
la macération de présure doit étre faite dans un bouitton stérile, 
acide 4 2 gr. 7 4 2 gr. 8 d’acide lactique par litre, capable par consé- 
quent de s’opposer au développement des ferments de putréfaction 
apportés par les caillettes. On ne travaillerait pas mieux dans un 
laboratoire. 

Cette macération doit se faire 4 une température de 18° envi- 
ron ; elle peut se comserver 48 heures en hiver et 24 heures seule- 
ment en été ; elle denande en outre a étre agitée fréquemment A la 
main, afin de favoriser la diffusion de la diastase active. : 

La diffusion 4 travers les tissus gonflés des enveloppes suit les 
lois de la physique et ne se trouve guére plus activée par un dépla- 
cement de la membrane dans le liquide ; mais le bouillon de culture 
étant stérile, sion n’y introduit que les bactéries qui se trouvent sur 
les caillettes, il est clair qu’on ne tombera pas sur les espéces utiles ; 
mais si le fromager, qui procéde tous les jours a toutes les: opéra- 
tions courantes que comportent la fabrication et laffinage des fro- 
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mages, vient réguli¢érement ensemencer la macération de caillette 
en y trempant les mains, on peut affirmer que tous les ferments de 
la fromagerie se développent dans la recuite, ceux du moins qui sont 
capables de se multiplier en milieu acide, et voild pourquoi cette 
macération de caillettes doit étre considérée comme un levain. 

Pourquoi utilise-t-on la recuite pour cet usage, de préférence a 
tout autre bouillon ? Tout simplement parce que le petit-lait est le 
milieu de choix pour les espéces utiles et aussi parce qu’on n‘intro- 
duit dans le caillé aucune substance étrangére au fromage. 

En un mot, c’est done la macération de présure qui joue dans la 
fabrication du gruyére un réle essentiel en raison de sa qualité de 
levain. Ce role, la théorie l’a attribué encore d’une fagon maladroite 


et inconsidérée 4 Vaisy, sur la foi des praticiens qui lui accordent 


beaucoup trop dimportance. Qu’est-ce que l’aisy ? C’est une culture 
de ferments lactiques ordinaires, entretenue aussi avec de la recuite, 
servant a l’acidification du petit-lait laissé dans la chaudiére aprés 
Penlévement du caillé, afin d’en précipiter les matiéres albuminoides 
4 100°. 

Relions ces diverses opérations les unes aux autres, en les expo- 
sant dans leur ordre naturel, afin de permettre aux profanes de s’y 
retrouver. 

Le mélange de lait conservé et de lait frais est fait dans la chau- 
diére et porté 4 30°. On y verse alors la macération de caillette dont 
on vient de déterminer extemporanément l’activité sur le lait méme, 
en quantié suffisante pour coaguler le lait en une demi-heure. 

On tranche le caillé et on agite le tout & 30° pendant quelques 
minutes, puis pendant tout le temps nécessaire pour atteindre pro- 


gressivement la température finale, voisine de 60°. On cesse d’agi- 


ter dés que Jes grains du caillé, gros comme des grains de blé, sont 


rétractés assez et présentent une certaine aptitude 4 se souder par 
pression dans Ja main fermée. On abandonne 10-15’ 4 cette tem- 
pérature, et on enléve tout le caillé déposé sur le fond hémisphé- 
rique de la chaudiére pour le porter dans le moule. 
Le petit-lait qui reste dans la chaudiére est aussitét chauffé a 
100° ; on y verse alors de laisy acidifié par les ferments lactiques 
ordinaires, en agitant doucement de facon a obtenir une coagulation 
légére des albuminoides du petit-lait. Les flocons de matiéres azo- 


tées emprisonnent dans leurs mailles les globules gras du sérum 


et viennent se réunir & la surface. Le fromager écréme avec précau- - 


tion cette couche de matiéres coagulées et il l’utilise, soit pour la 
nourriture des pores, soit de préférence pour la fabrication d'un 


-fromage spécial, le sérai ou sérac. 


Le liquide restant, parfaitement limpide, sensiblement acide, 
constitue la recuite. Cette recuite ou bouillon stérile sert d'un cété 
4 la préparation de la macération de caillette, de Vautre a l’entre- 
tien de la fermentation lactique ordinaire qui donne laisy ; mais 
aucun des ferments de l’aisy ne: passe directement dans-~ la pré- 
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sure, puisque l’aisy subit une stérilisation parfaite 4 100°, en raison 
de l’acidité de la recuile. 

On peut donc en conclure que lorsqu’on recommande l’aisy comme 
porteur de ferments on se trompe; les fromagers ont lhabitude 
d'emprunter de l'aisy a leurs voisins, lorsque leurs fermentations 
vont mal; l’aisy peut en effet devenir le siége d'une fermentation 
alcoolique et méme d'une fermentation acétique et contracter ainsi 
des gotts désagréables, mais ces fermentations ne peuvent pas se 
transmettre a la présure, et le seul résultat qui s’obtient par le 
changement d’aisy, c’est le remplacement d'une fermentation défec- 
tueuse par une fermentation réguliére et normale. 

1] nous reste maintenant 4 envisager le réle du lait conservé pour 
lécrémage spontané. J'ai dit qu'il intervient dans la fabrication par 
son acidilé ; je dois ajouter qu’il exerce une influence trés nette sur 
la qualité des fromages. S’il a subi une fermentation lactique pure, 
il communique au fromage la saveur que nous connaissons ; si au 
contraire cette fermentation lactique est accompagnée d’autres fer- 
mentations nuisibles, ce qui arrive fréquemment, ce lait contribuera 
a déprécier la qualité des produits ; il s’agit done de veiller a la 
propreté des ustensiles ot on le recueille et de prendre les précau- 
tions nécessaires pour éviter la contamination pendant la traite. 

Nous voici done une fois de plus amenés 4 reconnaitre que ce 
sont les fermiers et les fruitiers les plus soigneux qui doivent 
nécessairement fabriquer les meilleurs produits, parce qu’ils dispo- 
sent d’une matiére premiére plus pure ; que ce sont les régions o 
les vaches vivent constamment dans les paturages qui sont mieux 
placées pour produire de bors fromages, que celles ot l’on impose 
an bétail le régime de la stabulation. 

Comme conclusion 4 tirer de ces constatations, on peut résumer 
briévement les améliorations susceptibles d'étre réalisées, dans la 
conduite des fermentations. 

Le lait de conserve ne doit renfermer que des ferments lactiques , 
les procédés empiriques qui se réduisent en l’espéce A des soins 
de propreté ne peuvent pas garantir réguliérement ce résultat, il 
est possible de Yobtenir par des cultures de ferments lactiques. 

L’acidité 4 ’emprésurage doit étre constante et fixée par l'acidité 
du lait de conserve. 

Il est possible et avantageux d’utiliser la présure artificielle ; mais 
il demeure acquis que les ferments du gruyére doivent étre préparés 
au moyen de la recuilte, ensemencée jusqu’ici empiriquement ; la pré- 
paration de ces levains est donc indispensable ; mais, au lieu d’ense- 
mencer par tatonnements, il est préférable d’introduire dans la re- 
cuite une quantité suffisante du petit-lait abandonné par le caillé 
dans la chaudiére, environ 15 % du volume de la recuite. 

On obtiendra ainsi des cultures de ferments utiles d’une facon 
réguliére. La détermination de l’acidité permettra de suivre leur 
développement ; cette acidité sera moins élevée que celle des macé- 
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rations actuelles de caillettes, oti il existe des ferments lactiques ordi- 
naires. 

Le levain ainsi préparé peut étre utilisé pour diluer la présure 
artificielle & un taux convenable pour que l’addition de ferments 
soit assurée dans Jes mémes conditions que par les procédés actuel- 
lement en usage. Pour déterminer une fois pour toutes la dose de 
levain, il suffit de bien fixer son acidité d’une part, et de suivre 


d’autre part la marche de l'acidification dans le petit-lait qui s’écoule 


de la presse. On obtiendra une courbe d’acidification qui devra se 
confondre avec celle que fournissait Vacidification, dans les mémes 


conditions, du caillé préparé par les procédés actuels dans une frul- 


tiére renommée pour ses produits. 

Quand on veut enfin amorcer une fabrication nouvelle, il faut sur- 
tout emprunter a une fruitiére en exercice, non pas de l’aisy, mais 
du petit-lait tel quil reste dans la chaudiére aprés l’enlévement 
du caillé. On Vétend de quatre ou cing fois son volume de recuite 
fraiche et refroidie bien entendu, et on a ainsi au bout de 24 heures 
un levain qui donnera le méme produit que celui de la fruitiére 
dont il provient, et méme un fromage meilleur, si l'on apporte plus 
de soin a la conservation du lait soumis 4 une acidification par tes 
ferments lactiques ordinaires. : 

La laboratoire de Freudenreich s’est attaché 4 isoler les espéces 
microbiennes utiles de |’Emmenthal, et il recommande aujourd’hui 
de les ensemencer dans la macération de caillette. L’idée est excel- 


lente ; mais en conservant les caillettes on s’expose bien entendu a 


des complications que l’on pourrait éviter avantageusement, si tou-_ 


tefois les espéces indispensables sont bien connues. 


Fromages maigres et fromages gras. 


On trouve dans le commerce des fromages maigres et des fro- 
mages gras ; mais pour le consommateur il n’y a que des fromages 
gras; bien mieux, il lui arrive assez souvent de prendre les fro- 


mages maigres pour des fromages gras et vice versa, tout simple- 


ment parce que les premiers coulent avec une complaisance de mau- 
vais aloi et que les fromages gras se tiennent & peu prés comme du 
beurre. 

Les fromages maigres renferment en effet un trés grand excé- 


dent de caséine par rapport 4 la matiére grasse, de sorte que la 


matiére liquéfiable est prépondérante, si le caillé conserve un petit 

excés de petit-lait, il se résout entiérement en liquide & mesure que 

Vaffinage avance. : 
Les fromages gras qui renferment la presque totalité des ue 


grasses du lait ne sont que du beurre mélangé 4 une quantité moindre 


de caséine ; ils ont donc la consistance du beurre et ils n’en différent 


que par l’élasticité que leur donne la faible proportion de caséine 
soluble qu’ils renferment. 
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En raison de sa tendance trés grande a couler, le fromage maigre 
est bien plus difficile & fabriquer que le fromage gras ; il est impos- 
sible d’obtenir de bons brie ou de bons camembert avec du lait par- 
faitement écrémé, parce que l’égouttage spontané ne peut pas leur 
enlever assez de petit-lait pour résister 4 une maturation convenable ; 
il est alors nécessaire de les saler trés fort, de fagon a forcer l’égout- 
tage et en méme temps A modérer I’activité des ferments ; mais, mal- 
eré tout, il est prudent de les livrer & la consommation bien avant 
que l’affinage ne soit achevé. Lorsqu’on utilise du lait écrémé pour la 
fabrication des fromages pressés, on peut éviter ces inconyénients 
en exprimant plus complétement le petit-lait. 

Si les fromages maigres sont plus difficiles 4 fabriquer, ils sont 
en méme temps bien inférieurs comme qualité aux fromages gras ; 
et, ce qui peut paraitre paradoxal, ils laissent bien moins de béné- 
fices 4 l industriel. : 

Ce dernier point exige quelque développement. 

Le fromage, je le répéte, est formé par la caséine et la matiére 
grasse du lait ; si on supprime une partie de cette derniére, il fau- 
dra nécessairement plus de litres de lait pour produire un méme 
poids de fromage. I] faut remarquer en outre que les fromages gras 
retiennent plus d’eau que les fromages maigres ; c’est encore une 
raison pour laquelle le rendement en fromage du lait écrémé est 
inférieur 4 celui que fournit le lait entier 4 égalité de poids de ma- 
tiéres séches. Par exemple, un lait qui-renferme 40 grammes de 
matiéres grasses par litre et 35 grammes de caséine cédera au 
caillé toute sa matiére grasse et environ 30 grammes de caséine. 
L’extrait sec fourni par litre de lait sera done 70 grammes, si l’on 
“ne tient pas compte des cendres. S’il s’agit de brie ou de camem- 
bert, la teneur en eau du fromage affiné est voisine de 50 % ; c’est 
done en définitive 170 grammes de fromage que donne le lait en 
question, et il en faudra 2 litres 1/4 pour faire un camembert Aa 
50 % d’eau. 

Supposons qu’on écréme le lait 4 50 % ; le fromage rentrera dans 
la catégorie des fromages maigres ; chaque litre de lait abandonnera 
au caillé 20 grammes de matiéres grasses et 30 grammes de caséine, 
cest-a-dire 50 grammes de matiére séche ; mais cette matiére séche 
retient environ 45 grammes d’eau au lieu de 50 ;'1 litre de lait produit 
done 50+ 45 = 95 grammes de fromage affiné. Pour obtenir un 
camembert du poids de 320 grammes, il faudra 320 : 95 = 3 lit. 4 de 
lait 4 20 %/, de matiéres grasses ; mais, par contre, on aura fabriqué 
en méme temps une certaine quantité de beurre qui, calculée sur 
100 litres de lait, représente un poids de 2 kgr, 400. _-- 
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100 litres de lait rapportent donc en ; 
Fromages gras. Fromages maigres. 
45 fromages a 0 fr.60 picéce = 27 francs. 100 : 
a7 = 30 fromages maigres 


3.4 
a 0 fr. 40 piece = 42 fr: 
2ks400 beurre a 4 fr.lekg.= — 9 fr. 60 


Total. ie<cetep 2 ie 6y) 


Différence en faveur des fromages gras : 27 — 21,60 = 5,40. Dans 
ce calcul j’ai tout exagéré en faveur des fromages maigres, car je 
n’ai pas tenu compte de la quantité de caséine perdue pour les fro- 
mages, qui est enlevée par l’écrémage, et j’ai en méme temps forcé 
le prix du beurre, sans faire intervenir la main-d’ceuvre et I’installa- 
tion de la beurrerie. 

En admettant méme que les fromages maigres soient vendus au 
prix des fromages gras on n’en retire que: 


30 fromages & Ofr.60= 48 fr. 
2ke.4de beurrea4fr.= 9 fr. 60 
LOLA eer ere 27 fr. 60 


Ceci prouve bien que le beurre est vendu plus cher a l’état de 
fromage que sous forme de beurre, es cela parce que dans le premier 
eas la matiére grasse renferme 50 % d’eau et dans le second 15 % 
seulement. 

Si maintenant on établit le bilan en partant du prix uniforme de 
0 fr. 40 par fromage, on ne réalise plus que 0 fr. 40 x 45 = 18 francs 
sur les fromages gras, contre 21,60 retirés des produits du_ lait 
écrémé ; mais, bien entendu, ce prix uniforme n’existe pas dans la 
pratique, si ce n’est pour les mauvaises fabrications. Les fabri- 
cants de fromages maigres se rangent donc de propos dilibéré parmi 
les fabricants médiocres. 

Le lait maigre ne peut étre utilisé que dans la fabrication des 
fromages 4 pate pressée ; c'est ainsi que la fromagerie constitue 


un débouché intéressant pour l’écoulement du lait écrémé, ou plu- 


tot de la caséine, lorsqu’elle se présente comme un sous-produit de 
la beurrerie. 

Les considérations précédentes semblent justifier plutot lenri- 
chissement du lait en matiéres grasses. Je n’ai pas besoin de rappe- 
ler que c’est une coutume qui n’est pas 4 inventer ; les fromages a la 
créme traduisent assez élogquemment les avantages économiques de 
cette combinaison ; mais ces fromages enrichis ne se prétent pas a 


- Laffinage ; c’est encore une vérité qui est familiére A tous les fabri- 


cants de fromages eras. 

Il arrive pourtant gue des. fromagers commettent assez fréquem- 
ment’ l’erreur d’enrichir en créme les fromages affinés quils prépa- 
rent pour les concours. Ce sont la des trucs de débutants qui ne 
manquent jamais d’aller a Vencontre du résultat qu’ils sont censés 


558 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


atteindre. Les fromages affinés ne supportent pas avantageusement 
la présence d'une dose exagérée de matiéres grasses. Le rapport entre 
ta matiére grasse et la caséine ne doit pas dépasser une certaine 
limite ni descendre au-dessous d’un taux convenable. De ce rapport 
dépendent en effet la richesse en eau, et en conséquence la marche 
des fermentations, puis enfin l’étendue des transformations chi- 
miques qu’on cherche a obtenir. 

Un fromage trop gras est exposé a des accidents particuliers qui 
portent sur la matiére grasse et qui se traduisent le plus souvent 
par une saponification sensible. 

Ce résultat est dd a ce fait, que la matiére grasse étant moins 
bien protégée par la caséine, est atteinte surtout dans la région 
superficielle, soit par les champignons qui peuvent s’en nourrir, 
soit par Jes microbes du « rouge » qui la décomposent par l’ammo- 
niaque quils produisent. 

Un fromage trop gras, affiné, se distingue par son opacité et son 
manque d’élasticité, il rappelle exactement le beurre. 

Lorsque le taux de matiéres grasses baisse, l’élasticité de la pate 
sugmente, la consistance de caoutchouc s’accentue, et l’'aspect trans- 
lucide de la pate rappelle celui d’une colle solide. 

Entre ces deux limites se classent les fromages de bonne qualité ; 
et qu'il s’agisse d’un fromage affiné quelconque, la valeur mar- 
chande du produit atteint son chiffre maximum pour une valeur a 
peu pres fixe, du rapport 

matiere grasse 
caséine. 


L’opinion des Briards tendrait & accorder la préférence aux 
vaches hollandaises, pour la production du lait le plus favorable 4 
la fabrication du brie ; on en a conclu que le brie est un fromage 
moins gras que le camembert, parce que le lait des vaches flamandes 
ou hollandaisés est moins riche en matiéres grasses que celui de la 
race normande. Cette opinion ne repose pas surdes faits contrdélés ; 
dans un cas comme dans Vautre, on procéde ‘aun écrémage trés 
léger, il est vrai, mais sensible néanmoins, et avec raison. Si l’on se 
trouve en présence de lait riche 4 40 grammes de beurre par litre, 


it est prudent de le ramener & 35 gammes ; le rapport POUT 


caséine 
i : 35 : 
sera done environ ap cour un lait de la vallée d’Auge, par exemple, 
transformé en camembert ; le lait des -vaches flamandes ou 


hollandaises donnera dans les conditions mémes le rapport 2 


a 
* 


trés peu différent du premier, car si ce lait est moins riche en creme 
il est er méme temps plus pauvre en caséine. Ce que les fromagers 
ne doivent surtout pas perdre de vue, c’est que la caséine a pour 
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eux la.méme valeur industrielle que la créme et, par conséquent, c’est 
lextrait insoluble du lait qu'il faut prendre en considération. 

La conclusion générale qui ressort de ces faits, c’est que les bons 
fromagers n'ont aucun avantage a atteindre une trop grande richesse 
en matiéres grasses. Quant aux consommateurs, ils ont le devoir de 
ne pas se laisser induire en erreur par l’aspect. crémeux d'une pate 
semi-fluide. 


CONCLUSIONS GENERALES 


Deux séries de conclusions, les unes théoriques, les autres pra- 
tiques, peuvent se déduire de l'ensemble de ce travail. 

Les conclusions théoriques ont été exposées en guise d’introduc- 
tion, ou encore 4 la suite des chapitres spéciaux consacrés aux 
grandes questions que souléve:la pratiqué fromagére ; il semble 
done superflu de les rappeler ici; mais comme on ne saurait trop 
insister sur Jes principes qui commandent toute l'industrie, je 
répéte que toute la technique repose sur la nécessité de débarrasser 
Vextrait insoluble du lait, du sucre et de l’acide lactique, conformé- 
ment au but poursuivi, qui est d’obtenir un produit dont la réaction 
tend vers la neutralité, dont la caséine demeure aussi peu dégradée 
que possible et la matiére grasse intacte. 

Des trois constantes que le praticien met en ceuvre concurem- 
ment avec les moyens mécaniques pour séparer le petit-lait du caillé, 
c'est le facteur fermenis lactiques qui est de beaucoup le plus impor- 
tant. 
Une acidité initiale bien déterminée, c’est-a-dire une population 
de ferments lactiques connue, variable avec les variétés de fromages, 
donne des résultats réguliers pour une méme quantilé de présure et 
une température fixe, indépendants de toutes les influences saison- 
niéres et capables d’assurer pour ainsi dire mathématiquement la 
marche des fermentations. 

Le réglage rigoureux du travail des ferments lactiques, qui se 
révélent ainsi comme les auxiliaires les plus précieux dans les opé- 
rations de la fabrication, permet de plus de réduire au strict. mini- 
mum la quantité de sel nécessairé au salage et supprime une cause 
de perturbation trés grave pour l’évolution des ferments, et par con- 
séquent un facteur de dépréciation des produits. 

Les ferments lactiques doivent constituer, & une ou deux excep- 
tions prés, toute la flore interne du caillé. Cette conclusion résulte 
non seulement de l’expérience directe, mais encore de l’observation 
minutieuse des produits de la petite industrie, qui doivent leur supé- 
riorité & la pureté des levains et aux soins de propreté que l’on 
apporte a la traite du lait et a sa conservation. 

Occupants exclusifs de la pate, ils ont comme seconde tache 4 
remplir Ja production des substances aromatiques qui sont 4 peu 
prés les mémes partout, qui font que les bons fromages 4 quelque 
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variété qu'ils appartiennent, que les beurres sous quelque latitude 
qu'ils se fabriquent, sont toujours acceptés avec plaisir par les con- 
sommateurs de tous les pays. 

En troisiéme lieu, ce sont les ferments lactiques qui se chargent 
de la solubilisation partielle de la caséine sans l’exposer 4 une dégra- 
dation trop avancée, de la transformation de létat floconneux de la 
pate en état vitreux et cela, réguliérement, dans toute la masse, au 
moment ow la réaction tend vers la neutralité ou vire 4 une légére 
alcalinité. 

L’homogénéité de la pate n’est réalisable qu’autant que les fer- 
ments superficiels, s’'ils existent, ne prennent aucune part a cette der- 
niére phase de l’affinage. Leur réle est de détruire le sucre de lait 
et l’acide lactique, et non de participer directement par leurs dias- 
tases aA la solubilisation de la caséine ; ils produisent également des 


bouquets. spéciaux ; mais la encore leur influence doit étre trés_ 


limitée, car ces bouquets ne doivent pas masquer les résultats acquis 
par la fermentation lactique. 

L'industrie fromagére est donc l'industrie des ferments lactiques 
au méme titre que l'industrie du beurre. Dans l'une comme dans 
l'autre, il ne faut pas compter sur des résultats réguliers et irré- 
prochables, si l’on ne sait pas tirer parti de cette fermentation et lui 
assurer, par Ja conservation du lait jusqu’A sa mise en ceuvre, par sa 
pasteurisation systématique, un terrain vierge de toute espéce nui- 
sible. 

Ce sont 1a déja des conclusions pratiques, car la pratique est si 
étroitement liée 4 la théorie, qu’aucune démarcation tranchée n’existe 
entre elles ; je continue donc l’exposé des conclusions relatives aux 
applications, 

Tous les accidents de fabrication et leurs répercussions plus ou 
moins lointaines sur la marche ultérieure des fermentations trou- 
vent leur origine dans un mauvais réglage de la fermentation lac- 
tique. 

Toutes les maladies dues 4 des champignons ou & des bactéries, 
la maladie du « noir » mise a part dans certains cas, doivent étre 
attribuées 4 la contamination du lait par des germes de toutes 
espéces qu’on y introduit en abondance par des moyens extrémement 
nombreux et, bien entendu, involontaires. 

Les locaux ot se poursuivent les fermentations des camemberts, 
des bries, et d’une fagon générale de tous les fromages qui portent 
des végétations superficielles bien déterminées, doivent fonctionner 
comme autant de cuves de fermentation ‘susceptibles d’étre défen- 
dues contre la contamination. - 

Les ferments utiles seuls doivent y étre admis et exposés A des 
conditions de température et d’humidité qui leur permettent de don- 
ner les meilleurs résultats. L’idéal consisterait A égoutter les fro- 
mages de facon 4 leur faire perdre, dés le début, la quantité conve- 
nable de. petit-lait afin de pouvoir maintenir Vhumidité des locaux 
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au voisinage de la saturation ; cette précaution aurail l’avantage de 


‘supprimer le séchage par les courants d’air violents qui agissent 


d'une fagon irréguliére et constituent une cause de contamination 

lorsque lair du dehors est chargé de germes nuisibles. 
La nécessité de produire des fermentations déterminées dans 

la pate ou a la surface des fromages, entraine comme conséquence 


obligatoire l’ensemencement des agents de ces fermentations. Cette 


pratique existe déja, mais elle opére dans des conditions trés défec- 
tueuses parce que les fromagers ne sont pas renseignés sur la 
nature des ferments quils ensemencent, ni sur les quantités qu/ils 
utilisent ; ce qui le prouve, c’est quils n’ont jamais pu fixer leur 


fabrication, ni dominer les influences extérieures ; ils les subis- 


sent ou les suivent avec plus ou moins de clairvoyance. 
L’ensemencement des cultures pures ne peut d’ailleurs produire 
son effet maximum qu’autant que les conditions de fabrication que 
j'ai définies sont rigoureusement remplies. Le sort d’un fromage se 
décide par la quantité de sucre qu'il retient a l’égouttage, suivant 
que le sucre de lait est plus ou moins abondant, la quantité de fer- 


ments comburants est plus ou moins grande, et par suite, la somme. 


de leurs actions varie dans le méme sens. Les variations sont alors 
la régle, et c’est la constance qui peut étre seule considérée comme 


un principe industriel. 


Il faut done, en définitive, se résigner a voir dans la technique 
fromagére un art extrémement difficile, si lon ne veut pas s’éman- 
ciper de toutes ces causes de variations et d’accidents. Il en sera 
encore longtemps ainsi et, pendant bien des années, Vhabileté des 
fromagers consistera A corriger avec plus ou moins de succes les 


BY 


erreurs d’une conception empirique, 4 adopter la méthode passive, 
au lieu de se rallier 4 Ja méthode active qui sait; qui dirige et qui 
impose. 

La méthode passive trouve d’ailleurs une excuse toute préte dans 
les propriétés du lait, qu’elle suppose essentiellement capricieuse et 


variables avec l’alimentation des vaches, avec la saison, le climat, la 


‘direction du vent, etc... le cru! j’allais oublier cette étiquette com- 


plaisante d’une ignorance qu’on ne veut pas avouer. 

Le nombre de ceux qui raisonnent, qui travaillent, qui réussis- 
sent, va cependant en croissant, et ceux-la s’apercoivent aisément 
qu’une fabrication normale se conduit sans difficulté aucune, et 
c’est bien 14 aussi mon opinion, personnelle. 

Mais il faut savoir pourquoi on réussit, pour réussir toujours et 
partout, en un mot, il faut s’instruire. 

Sur ce point nous manquons évidemment d’instruction ; ce n'est 
pas un reproche que j’adresse aux cultivateurs et aux industriels ; ils 
ne peuvent pas connaitre ce qui est ignoré de tous ; il faut admettre 
d’ailleurs que sur le terrain de l’industrie fromagére, nos voisins 
ne sont pas plus avancés que nous ; mais il ne faut pas perdre de 
vue que leurs progrés pourront élre plus rapides que les nétres, 
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parce que leur enseignement est systématiquement orienté vers les 
applications pratiques, et je vise ici le haut enseignement, car la 
lumiére se diffuse de haut en bas. 

Notre enseignement se complait trop dans la philosophie scienti- 
fique et, pour ne pas verser dans la trivialité, il convient que cette 
philosophie emprunte ses exemples 4 des faits ou des étres qui ne 
sont pas & la portée de tout le monde. 

Partant de cette conception, singuliére pour notre époque, ot la 
valeur des découvertes se mesure surtout a limportance des amé- 

-liorations qu’elles réalisent dans les méthodes pratiques, nous admet- 
tons que l'éducation scientifique peut ne présenter que de lointains 
rapports avec les exigences de la vie matérielle. 

L’école reste une récréation intellectuelle ; la legon ne commence 
qu’avec la vie; il est bien évident que nous ne pouvons pas lutter 
sans peine avec ceux qui recoivent des legons a lécole. 

Or, ce sont précisément ces derniers qui nous ont montré, sur 
le terrain économique, la différence qui existe entre les deux mé- 
thodes ; nous le sentons bien aujourd’hui que la ey dias nous 
menace dans toutes les branches de l’activité agricole. 

Le bon sens nous commande de prévenir ce malaise en nous atta- 
chant & reconquérir sur le marché étranger la place que nous avons 
perdue ; pour cela il est indispensable d’offrir 4 l'acheteur une quan- 
tité suffisante d'une marchandise homogéne, de qualité irrépro- 
chable, susceptible de se conserver assez longtemps pour s’imposer 
au consommateur. Il n’y a pas deux moyens d’y parvenir, il n’y en 
a qu'un : c'est de travailler suivant une méthode unique, celle qui 
repose sur des bases scientifiques bien établies. 


FIN 


Le microbe de la diphtérie des poules 


Par J. BORDET, directeur del Institut Pasteur'de Bruxelles, 
et V. FALLY, directeur de Abattoir. 


(AVEC LA PLANCHE X) 


Ayant eu récemment occasion de reprendre nos recherches 
sur la diphtérie aviaire, nous pouvons apporter certains ren- 


seignements complémentaires. concernant le microbe que nous | 


avons découvert et qui a fait l’objet, il y a deux ans, d’une note 
a la Société royale des Sciences médicales et naturelles de 


Bruxelles et d’une communication au Congrés international 


d’hygiéne de Berlin (1907). Notre premier article n’ayant pas 
paru dans ces Annales, il convient d’en donner tout d’abord 
un bref résumé. 

On connait trop l’évolution de la maladie et ses symptémes 
pour qu'il soit utile d’y revenir. Bien que présentant certaines 
analogies avec la diphtérie humaine, par son aspect et ses loca- 
lisations dans la cavité buccale ou sur l’ceil, par lapparition 
de fausses membranes sur les muqueuses, la maladie des poules 
s’eh distingue essentiellement par son caractére chronique, 
souvent torpide, par sa marche si fréquemment capricieuse et 


_ irréguliére; tantdt les lésions s’aggravent progressivement jus- 


qu’a provoquer les troubles les plus sérieux, tantét elles restent 


discrétes, guérissent soit définitivement, soit pour réapparaitre 


au bout d’un temps prolongé. Certains sujets, assez nombreux 
d’ailleurs, se montrent réfractaires, peut-étre en raison d’une 
atteinte antérieure. Nous n’avons pas observé les formes septi- 
cémiques que certains auteurs ont décrites; il est probable qu'il 
s’agissait, dans les cas suraigus rapidement mortels qui ont été 
signalés, d’infections surajoutées. Contrairement a l’opinion de 


(1) Bulletin de la séance de juin 1907. 
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Carnwath et de Schmidt, nous pensons que la diphtérien’a rien 
de commun avee l’epithelioma contagiosum. 

| Le microbe que nous avons décrit comme agent de la diphtérie 
des poules différe essentiellement de ceux dont il est question dans 
les nombreux travaux consacrés a ]’étude de cette maladie. 
Nous ne connaissons aucun microbe qui soit aussi petit. Le seul 
fait qu’il ne se développe absolument pas sur les milieux ordi- 
naires stérilisés A l’autoclave, et que, méme sur des milieux déli- 
cats, riches en sang défibriné, l’enduit qu’il forme est si mince, 
si peu appréciable, qu'il échappe presque a la vue, suffit 4 empé- 
cher toute confusion avec les microorganismes antérieurement 
signalés; c’est ce qui nous dispense de passer la littérature en 
revue. . 

Il est quasi impossible d’obtenir des cultures aux dépens des 
plaques diphtériques de la cavité buccale; ces lésions sont inuti- 
lisables pour l’isolement direct du virus, elles renferment trop de 
microbes associés qui se développent avec exubérance sur les 
milieux nutritifs et étouffent le véritable parasite. I] faut un pro- 
duit presque pur. On l’obtient facilement en broyant une fausse 
membrane avec un peu de solution physiologique, en trempant 
un fil dans l’épaisse émulsion obtenue et en passant avec une 
aiguille ce fil dans la paupiére nictitante. On le retire le lende- 
main, lirritation traumatique disparait vite, mais quelques jours 
plus tard, la nictitante s’épaissit, devient rouge grisdtre, les 
tissus voisins de l’ceil s’cedématient et gonflent, une sécrétion 
d’aspect purulent s’établit, il survient souvent une occlusion plus 
ou moins complete des paupiéres, bref, on observe des symptdmes 
identiques a ceux qui caractérisent la diphtérie oculaire spon- 


tanée. Ce qui nous intéresse, c’est qu’au point de vue bactério- - 


logique, les lésions ainsi produites sont, au moins pendant un 
temps assez prolongé, infiniment plus pures que ne le sont les 
membranes de la cavité buccale. 1 

Dés que la nictitante ainsi infectée présente les altérations 
typiques, qu'elle s’est bien épaissie, on la réséque, on la. lave 
a la solution physiologique stérile, on la transporte dans un verre 
a pied ou on la broie avec un agitateur en ajoutant ensuite un peu 
de solution saline. On transporte dans les tubes contenant le 
milieu de culture, quelques gouttes de cette émulsion qui a été 
plus ou moins fortement diluée, et Von étale sur la surface 


pitas! . 


is Ral, i> ie aes Oe yj of ams KY bal id a? Ate te ah epee Pp tin CB oo Sy 't tg 0 ty at ee ea! 7 i Fete tinh, + , 38) 
ee eT ent i Nie pnd ins a kha « res ry ze f pee % et Se ae - aaa i} 


MICROBE DE LA DIPHTERIE DES POULES 565 


nutritive. On laisse deux jours a I’étuve a 35°. Généralement, 
quand on a opéré avec les soins d’asepsie voulus, il ne se déve- 
loppe que de rares colonies visibles: ce sont, des impuretés. Mais a 
si ’on proméne le fil de platine sur les endroits de la surface ou | 
rien ne semble avoir poussé (tout au plus constate-t-on que la 
couleur rouge du milieu s’est: légérement foncée), on raméne le 
virus, dont on peut, en remuant l’extrémité du fil dans une ; 
minuscule goutte d’eau, obtenir de bonnes préparations. On 
repique sur un second tube, ou le virus se développe sans que ce 
développement soit d’ailleurs, a l’ceil nu, plus perceptible qu’il 
ne l’est dans la culture initiale. 
Assez souvent, on parvient a isoler le microbe en ensemencant 
simplement les larmes de l’ceil malade. 
Le milieu nutritif employé est celui que Bordet et Gengou ont 
préparé pour isoler le microbe de la coqueluche et dont ils ont - a 
indiqué la composition dans ces Annales (1906 et 1907). Il ren- ia 
ferme du sang défibriné de lapin. Chose assez singuliére, des — e 
milieux identiques, sauf qu’ils contiennent du sang de poule au aut 
lieu de sang de lapin, sont beaucoup moins propices a |’obten- 
tion du virus de la diphtérie des poules. ie 
L’examen microscopique de la culture montre quelle est | 
constituée de microbes trés petits, n "apparaissant souvent, 
aux plus forts grossissements, que comme des points, parfois un 
peu effilés en batonnets minces et courts. On trouve des formes 
un peu plus grosses, mais qui paraissent gonflées et anormales. 
Dans les cultures, les microorganismes ont une tendance remar- 
quable A rester associés en masses volumineuses et compactes, 
d’aspect zoogléique; on voit alors des placards assez bien colorés, 
granuleux, dans lesquels on ne distingue pas nettement (surtout 
lorsqu’on colore au bleu de toluidine), les éléments microbiens, 
qui semblent étre plongés dans une matiére uninante glaireuse. 
Le colorant de Giemsa (1) est celui qui donne les meilleurs résul- 
tats et précise le plus nettement les contours microbiens; les 
microbes prennent également le bleu de toluidine, qui teint les 
amas assez violemment, mais d’ une maniére un peu, homogéne ( 
et diffuse. * ae 


(1) On ajoute, avec un tube effilé, 5 gouttes de la solution de Giemsa 4 2 c.c- é Be 
d’eau distillée; on verse cette dilution sur la préparation, qu’on a préalablement Lamm 


fixée a l’alcool absolu. Il est préférable.de ne pas chauffer. Aprés une demi-heure 
ou trois quarts d’heure, on lave et desséche, 
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Lorsqu’on ensemence un tube de gélose-sang sur toute la 
surface, celle-ci n’éprouve, sauf un léger noircissement, aucun 
changement bien visible, tant la culture est discréte; si l’on ense- 
mence en trainée étroite, les microbes n’occupant pas la totalité 
de la surface, sont relativement mieux nourris; ils forment une 
strie dont l’épaisseur est encore bien peu appréciable, percep- 
tible néanmoins quand on l’examine attentivement, et dont le 
ton un peu sombre se détache mieux sur les parties voismes 
non ensemencées de la surface nutritive. Les cultures s’entre- 
tiennent assez facilement, le microbe résistant bien a la conser- 
vation ; gardées un mois environ, elles donnent encore des ense- 
mencements fertiles. Le microbe est immobile; sa croissance est 
assez rapide; sur les milieux solides, elle atteint son maximum 
au bout de 2-3 jours. 

Nous avons pu récemment obtenir des cultures liquides en 
ensemencant largement du bouillon peptonisé additionné d’un 
demi volume environ de sérum de boeuf (chauffé 4 58°) ou de 
sérum frais de lapin; le microbe y forme, au bout de quelques 
jours, des amas compacts, assez volumineux parfois pour appa- 
raitre comme de petits grains de sable, et qui se déposent au fond 
du tube. En décantant le liquide surnageant et récoltant le 
sédiment qu’on étale sur lames, on peut obtenir des préparations 
riches en microbes, (Pl. X.) 

Les cultures, méme lorsqu’elles ont été entretenues pendant 
plusieurs mois au laboratoire et ont subi ainsi de nombreux 
repiquages, donnent la maladie. I] suffit de racler une culture sur 
milieu solide et de délayer dans un peu de solution physiologique; 
cette émulsion, inoculée par scarification sur la muqueuse buceale 
provoque des lésions typiques avec cette réserve, bien entendu, 
qu’un nombre assez élevé d’animaux se montrent réfractaires ou 
ne contractent que des lésions discrétes, ce qu’on constate éga- 
lement d’ailleurs lorsque l’on contamine par le virus naturel 
qu’on obtient en broyant des plaques diphtériques. Au surplus, 
les animaux quin’ont pas présenté d’accidents a la suite de l’ino- 
culation de la culture se montrent résistants au virus naturel 
ultérieurement appliqué. Un procédé trés démonstratif pour 
mettre en évidence le rdle étiologique du microbe, consiste a 
passer un fil dans la nictitante de chacun des deux yeux, les fils 
ayant été trempés, l’un dans de la solution physiologique stérile, 
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Pautre dans de la solution ot l’on a émulsionné la culture. La 
maladie se déclare sur l’ceil qui a recu le fil infecté et respecte - 
Pautre. Cette méthode écarte les doutes que l’on pourrait 
concevoir en raison de la possibilité d’une contamination for- 
tuite des animaux d’expérience par le virus naturel, si répandu 
parmi les volailles. L’injection sous-cutanée d’un peude culture 
n’a pe~. dans nos expériences, provoqué d’accidents. 

Ces constatations ont été consignées dans notre premiére 
note, mais une donnée trés importante nous manquait. Pendant 
longtemps nous n’avons pas observé, dans les lésions elles-mémes, 
une pullulation réellement, active de notre parasite; il faut dire 
que pour des raisons d’insuffisance d’installations, nous n’avions 
pu opérer sur un nombre élevé d’animaux. Chose remarquable, 
quand on broie une nictitante atteinte de diphtérie consécutive 
a inoculation soit du virus naturel, soit du microbe cultivé, 
et qu'on fait des préparations colorées, l’examen au microscope 
donne souvent des résultats douteux, parfois méme négatilfs. 
On ne voit pas de microbes associés, pas de bactéries de dimen- 
sions ordinaires, nous avons fait remarquer d’ailleurs que les 
nictitantes malades ne sont généralement pas le siége d’infec- 
tions surajoutées, mais le virus spécifique lui-méme est si diffi- 
cile 4 découvrir que son réle souvent n’apparait pas avec l’évi- 
dence voulue. A vrai dire, le microbe est si petit, il se confond si 
aisément avec des granulations cellulaires, qu’il doit, étre réel- 
lement trés abondant pour étre identifié avec une entiére certi- 
tude. Souvent, les particules qu’on rencontre ressemblent autant 
que possible au microbe, mais on hésite A affirmer leur nature 
parce qu’elles sont trop isolées; en bactériologie, c’est le nombre 
qui fait l’éloquence des préparations; il est certain que dans les 
lésions, la multiplication du microbe est fréquemment assez 
modérée, ce qui se concoit d’ailleurs en raison de lallure 
chronique de l’affection. 

Mais il y a, heureusement des cas plus aigus, et il arrive que 
Vexamen permette des constatations beaucoup plus convain- 
cantes. C’est ce qui nous est arrivé en octobre dernier. Nous avions 
procédé A un nouvel isolement du microbe en partant d’un cas 
spontané de diphtérie; une lésion d’ailleurs assez légére et qui 
siégeait dans la paupiére, a l’angle de l’ceil, contenait a létat 
presque pur le virus spécifique que nous pimes aisément extraire. 
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Cette culture fut entretenue pendant trois mois au laboratoire 
sans subir de passage par les animaux. Cinq poules, sirement 
indemnes de diphtérie, ainsi que l’avait démontré un examen 
prolongé pendant environ un mois furent, inoculées, soit dans 
la cavité buccale, soit dans la nicitante, d’une suspension de 
microbes provenant d’une culture sur gélose-sang. Trois animaux 
contractérent des lésions caractéristiques, deux restérent indem- 
nes (1). L’une des poules, inoculée sur la nictitante, prit aprés 
quelques jours une diphtérie oculaire typique, qui affecta une 
forme aigué; il y eut occlusion de l’ceil, sécrétion purulente trés 
abondante, l’affection atteignit son maximum de gravité un 
mois environ aprés l’inoculation; elle rétrocéda ensuite lentement 
et la guérison s’opéra (2). Les préparations d’exsudat faites de 
20 4 30 jours aprés la contamination, montrérent le parasite en 
quantité tout a fait inusitée, vraiment extraordinaire. 

Dans l’exsudat de I’ceil, les parasites affectent la méme mor- 
phologie que dans les cultures, sauf qu’ils se présentent beaucoup 
plus rarement en amas; ils sont disséminés de préférence dans les 
trainées de mucus, qui se montrent ponctuées d’innombrables 
petits points; on trouve aussi, mais plus rarement, la forme un 
peu plus allongée, le batonnet trés mince. L’ensemencement 
de cet exsudat sur le milieu nutritif fournit une culture presque 
pure du virus. Ultérieurement, 4 mesure que les symptdmes 
s’amendaient, le nombre des microbes diminua progressivement. 

Les essais relatifs aux propriétés du sérum, ainsi que les ten- 
tatives d’immunisation, feront Vobjet d’une note ultérieure. 


EXPLIGATION DE LA PLANCHE IX 


I. Culture agée de 2 jours, sur gélose-sang défibriné de lapin. D’aprés pré- 
paration colorée au Giemsa. 

II. Méme culture. D’aprés préparation colorée au bleu de toluidine. 

III, Exsudat oculaire d’une poule atteinte de lésions typhiques, 24 jours 

aprés l’'inoculation de culture dans la nictitante. Bleu de toluidine. 

IV. Sédiment d’une culture agée de 7 jours, en bouillon sérum de lapin. 
Coloration au Giemsa. 

Obj. immers. homog. 1/12. Leitz. Ocul. IV. 


(1) Ces deux animaux se sont montrés réfractaires aussi A Vinoculation par 
le virus naturel, pratiquée deux mois plus tard. 

(2) L’animal se montra ensuite 4 peu prés complétement réfractaire a l’inocu- 
lation de virus naturel, celui-ci ne détermina qu’une trés ites tache blanche, qui 
disparut rapidement et ne se reproduisit plus. 


Sur la migration des alcaloides 
dans les greffes de Solanées sur Solanées 


Par M. M. JAVILLIER. 


(Travail du Laboratoire de M. G, Bertrand.) 


La greffe constitue en quelque sorte l’association par juxtapo- 
sition de deux individus. 

Les deux individus associés influent: ils ’un sur lautre et, 
si oui, dans quelle mesure? 

Leur influence réciproque résulte- t- elle simplement des con- 


ditions particuliéres de nutrition dans lesquelles ils se trouvent 


placés? ou bien cette influence reconnait-elle une cause plus pro- 
fonde et faut-il, avec M. Daniel (1), parler « d’hybridation 
asexuelle »? Ce sont la questions d’un grand intérét au point de 
vue doctrinal, et qui peuvent étre, suivant la réponse qu’on leur 
donnera, grosses de conséquence au point de vue pratique. 

Je n’ai pas eu, en abordant ce travail, l’intention de prendre 
eee dans le débat. 

Jen’ai eu d’autre but que d’apporter sur un point pastinglioe 
encore controversé — celui de la migration des alcaloides du 
sujet au greffon et réciproquement — un document chimique 
aussi précis que possible. 

Cette étude, en effet, n’est pas nouvelle. | 
‘ Dés 1885, Klinger, d’aprés une expérience que rapporte 
Strasburger (2), prétendait que dans la greffe de Datura Sira- 
monium sur Solanum tuberosum, \’atropine passe dans la pomme 
de terre et qu’on peut caractériser l’alcaloide dans les tuber- 
cules. 


(1) Ann. des Sc. nat. naiee Se série, t. VIII, 1899. — La théorie des eapacités 


fonctionnelies, etc. Rennes, 1902, etc. 
(2) Ber. d. deutsch. bot. Gesellsch., t. III, p. 34, 1885. 


ee es 
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Vingt ans plus tard, M. Ch. Laurent (1) arrive 4 une conclu- 
sion analogue. Ayant greffé Atropa Belladonna sur Solanum Lyco- 
persicum, il trouve de l’atropine dans les racines de cette derniére 
plante. Par contre, dans la greffe inverse (Tomate sur Belladone), 
il ne trouve pas d’alcaloide dans la tomate. 

D’autres expériences du méme auteur ont porté non sur des 
greffes simples, mais sur des greffes mixtes. On sait que la greffe 
mixte (Daniel) différe de la greffe simple en ce que, dans la pre- 
miére, on laisse sur le sujet méme une ou plusieurs pousses 
feuillées qui assurent en partie sa nutrition et que l’on pince 
pour éviter que, par un développement exagéré, elles ne viennent 
a compromettre la vie du greffon. En étudiant done des greffes 
mixtes, M. Ch. Laurent constate que l’atropine passe du greffon 
dans le sujet, dans le cas de la greffe Belladone sur Tomate, et 
ne passe pas du sujet au greffon, dans le cas de la greffe inverse, 
Tomate sur Belladone. 

Pourtant T’expérience de Strasburger-Klinger ne pouvait 
recevoir de confirmation. Lewin (2), en 1906, ne pouvait démon- 
trer avec certitude l’existence de l’atropine dans des tubercules 
de pomme de terre provenant du greffage de Datura sur Pomme 
de terre. Arthur Meyer et Ernest Schmidt (3) aboutissaient, en 
1907, a un résultat également négatif. 

D’autre part des expériences de Grafe et Linsbauer (4) sur 
la greffe réciproque de Nicotiana Tabacum et de N. affinis, et 
méme certaines des expériences relatives A la greffe réciproque 
de diverses espéces de Cinchona bis (5), Van Leersum (6) 
restaient sujettes a discussion. 


De récentes expériences de Guignard (Tis “bien qu’elles 
aient visé des substances toutes différentes, les glucosides 
cyanhydriques — rendaient plus utile encore la reprise de la 


question en ce qui concerne les alcaloides. « Lorsqu’une plante 
a glucoside cyanhydrique, concluait Guignard, est greffée 
sur une autre plante dépourvue de ce composé, ou inversement, 


(1) Ass. frane p. lavancement des Sciences. Cherbourg, 1905. — Revue bretonne 
de botanique, n° 2, p. 71, 1906. — These Doct. Se., Paris, 1908. 

(2) Cité par LinpEMurnH. Ber. d. deutsch. bot. Ges., p. 425, 1906. 

(8) Archiv. der Pharm., t. CCXLV, p. 329, 1907. 

(4) Ber. d. deutsch. bot. Ges., p- 266, 1906. 

(5) De kina-culiuur in Azie. Batavia, p. 375, 1882. 

(6) Natumkuurdig Tijdschr. van Ned. Ind., t. LIX, p. 38, 1900. 

(7) Ann. des Sc. nat.; Botanique, 9¢ série, t. VII, p. 264, 1907. 
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il n’y a aucun transport de ce glucoside, ni du greffon dans le 
sujet, ni du sujet dans le greffon... C’est seulement. lorsque les 
deux espéces greffées appartiennent au méme genre et produisent 
le méme glucoside, comme dans le cas du Cotoneaster frigida et du 
C. microphylla, que la migration de ce corps peut étre constatée.» 

J’ai pu exécuter les expériences qui vont suivre grace a 
M. Ed. Griffon (1) qui, depuis cing années, poursuit d’importantes 
recherches sur « la variation dans le greffage et l’hybridation 
asexuelle. » M. Griffon a remis au laboratoire, en octobre 1908 et 
octobre 1909, un certain nombre de greffes de Solanées sur Sola- 
nées dont M. G. Bertrand m’a confié l'étude. 

Ce travail était déja rédigé quand j’ai eu connaissance du 
nouveau mémoire de MM. A. Meyer et E. Schmidt (2) qui vient 
de paraitre, Ces savants ont étudié les greffes suivantes : Datura 
Stramonium sur Solanum tuberosum; Nicotiana Tabacum sur 
N. affinis; Nicotiana Tabacum sur Solanum tuberosum. 

Il s’agit dans tous les cas de greffes simples. 

Ils concluent dans les trois cas a la migration des alcaloides 
du greffon dans le sujet. Nous reviendrons plus loin, et en note, 
sur les résultats qu’ils ont obtenus. 

ate 

Mes essais ont porté sur les greffes suivantes : 

A. Greffes simples : [1] Belladone sur Pomme de terre. 

B. Grefies mixtes: [2] Tabac sur Pomme de terre. 

_{3] Belladone sur Tomate. 
[4] Tomate sur Belladone. 

Les analyses ont eu pour but : la recherche de l’atropine dans 
les tubercules de Pomme de terre des _greffes [1], les fruits des 
tomates-sujets [3] ; les fruits, feuilles et tiges des tomates-greffons 
[4]; la recherche de la nicotine, dans les tubercules, tiges, feuilles 
et racines des pommes de terre [greffes 2]. 

Le succés dans la recherche et la caractérisation de petites 
quantités d’alcaloides dépendant de la précision et de la sensi- 
bilité des méthodes d’analyse, ce sont celles-ci que j’ai d’abord 


(1) Bull. Soc. Bot. de France, 4° série, t. LIV, p. 699, 1907. 

Idem, t.. LV, p. 397, 1908. — Idem, t. LVI, p. 203 et 612; 1909.. — C. R. del Ac. 
des Sc., t. CL, 7 mars, 1910. 

(2) Flora oder allgemeine, bot. Zeitung, t. C, p. 317; mars 1910. 
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étudiées; aussi indiquerai-je en premier lieu la technique utilisée. 

En ce quiconcerte la nicotine, la technique de recherche et de 
dosage, que nous aviors indiquvée, M. G. Bertrand et mol (4), 
m’a paru la méthode de choix (2). 

Je n’en reproduis pas ici le détail et me contente de rappeler 
qu’elle est basée sur la précipitatioa de la nicotine par acide 
silicotungstique, la décomposition du silicotungstate alcaloi- 
dique par la magnésie est l’entrainement de l’alcaloide par la 
vapeur d’eau. Le titrage se fait au’ moyen d’une solution titrée 
d’acide sulfurique en présence d’alizarine sulfoconjuguée. S’il 
s’agit de caractériser de petites quantités d’alcaloide, on se basera 
sur l’aspect du silicotungstate qu’on peut obterir cristallisé dans 
des conditions convenables de dilution et d’acidité. 

En ce qui concerne l’atropine, j’ai adopté une méthode de 
recherche qui fait également intervenir la précipitation de l’alca- 
loide 4 l’état de silicotungstate. Malheureusement cesel d’atropine 
n’est pas aussi remarquablement insoluble que le silicotungstate 
de nicotine (3). La technique que j’ai suivie donne néanmoins, 
comme je m’en suis assuré par des expériences préliminaires, des 
résultats satisfaisants. 


La matiére_convenablement divisée est mise 4 macérer dans trois fois 


‘son poids d’alcool & 95°. Aprés dix 4 quinze jours de macération (4), on 


filtre, on soumet le marc a la presse; on traite deux nouvelles fois le produit 
par l’alcool fort. Les liqueurs alcooliques réunies sont distillées au b. m. 
Sous pression réduite. Le résidu de distillation filtré est franchement alca- 
linisé par addition en quantité convenable de solution concentrée de car- 
bonate de soude. On agite le tout avec un volume égal d’un mélange de 
chloroforme 20 parties et éther 50 parties. On décante l’éther-chloroforme 
et on répéte deux fois encore l’extraction. La liqueur éthéro-chloroformique 
qui a dissous entre autres corps les alcaloides est agitée dans une ampoule 
a décantation avec 10 4 20 c..c. d’acide sulfurique normal au vingtiéme. 


(1) Bull. de la.Soc. Chim. de France, 4° série, t. V, p. 241, 1909. 

__ (2) Lest clair qu'il faut adapter la méthode aux cas particuliers; dans le cas de 
tubercules de pomme de terre, on ne peut évidemment procéder a extraction de 
l’alcaloide par ébullition dans !’eau chiorhydrique; extraction a été faite par l’alcool 
et c’ est sur le résidu de la distillation de cet alcool qu’on a poursuivi la mise en couvre 
de la technique. 

(3) L’acide silicotungstique donne encore un précipité dans les solutions d’atro- 
pine au vingt-milliéme. Le méme réactif permet de précipiter jusqu’au millioniéme 
de nicotine. On trouvera les données dordre purement chimique dans un autre 
mémeire (in Bull. Soc. Chim.). \ 

(4) En fait, la premiére macération s’est. trouvée dans la plupart des essais pro- 


longée plusieurs mois, des travaux.d’un autre ordre m’ayant obligé 4 interrompre 
ces recherches. 


me oad 
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La solution des sulfates d’alcaloides séparée est additionée d’acide sulfurique 
de facon A ce que l’acidité soit voisine de 1 0/0, puis d’une trés petite quan- 
tité de solution d’acide silicotungstique 410 0/0. Il se fait un précipité ou 
un louche. On abandonne le liquide a lui-méme pendant au moins 48 heures, 
de facon a ce que le précipité se rassemble et que la liqueur surnageante 
soit parfaitement claire. On filtre, on lave le filtre et le précipité a Peau 
acidulée. 


On redissout alors le précipité sur le filtre méme, dans aussi peu que pos-— 


sible @ammoniaque a 5 0/0. La solution ammoniacale est, a plusieurs 
reprises, extraite au chioroforme. On a eu, d’autre part, le soin de dessécher 
a Pétuve le petit filtre et dele laver au chloroforme de fagon Ane pas perdre 
@alcaloide, et les liqueurs chloroformiques réunies sont utilisées pour la 
recherche de lV’atropine. 

Dans ee but on en fait au moins deux parts. L’une d’elles sert a réaliser 
la réaction chimique dite de Vitali, autre sert a l’épreuve physiologique. 
Pour le premier essai on évapore au bain-marie la liqueur chloroformique; 
sur le résidu dn ajoute quelques gouttes d’acide azotique fumant; on évapore 
a siccité; on ajoute au résidu I ou II gouttes d’une solution alcoolique 
récente de potasse. Il se fait, s’il y a de latropine, une coloration violette 


“qui passe au rouge. Cette réaction de l’atropine est trés sensible ; en opérant 


avec de l’atropine pure on la percoit encore avec un centiéme de milligramme 


de l’alcaloide. | 


Mais il est un point sur lequel il importe d’attirer l’attention. 
Lorsqu’on opére dans les coaditions décrites avec des tomates 
normales on obtient toujours un petit précipité par l’acide 
silicotungstique — je ne sais pour |’instant quelle est la subs- 
tance qui donne lieu a ce précipité — et la substance régénérée 
de sa combinaison silicotungstique fournit, par l’acide azotique, 
puis la potasse alcoolique, une coloration rouge. Cette coloration, 
que l’on obtient méme avec les tomates de pieds non greffés, est 
trés génante, car, dans le cas de tomates provenant de greffes, 
elle peut masquer plus ou moins complétement la réaction cher- 
chée. Aussi importe-t-il de purifier les extraits chloroformiques. 


Malgré tout, on n’obtient jamais de résidus trés purs et incolores. 


La deuxiéme épreuve est l’épreuve physiologique. 


Pour la réaliser, on évapore au bain-marie la liqueur chloroformique, 
on reprend le résidu par quelques gouttes d’eau acidulée par l’acide chlorhy- 
drique. On!’évapore a siccité dans le vide dans un exsiccateur renfermant de 
la chaux vive. On reprend par IV gouttes d’eau distillée et l’on instille la 
solution dans l’un des yeux d’un chien. La dilatation de la pupille donne la 
preuve de l’existence d’un alcaloide mydriatique. 


Les extraits préparés dans les mémes conditions avec des 
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tomates normales sont incapables, comme je m’en suis assuré, 


de provoquer la moindre action mydriatique (1). 
Voici maintenant les résultats obtenus : 


1. — Greffe simple de Belladone sur Pomme de terre. 


La recherche de l’atropine a porté sur 850 grammes de tuber- 


cules. Je n’ai pas obtenu la réaction de Vitali et l’essai physio- 


logique a été négatif (2). 
Il. — Greffe mixte de tabac sur pomme de terre. 


La recherche de la nicotine a été faite sur 470 grammes de 
tubercules. La liqueur distillée était légérement alcaline a lali- 
zarine sulfoconjuguée (alcalinité correspondant a5 milligrammes 
de nicotine). Cette liqueur acidifiée par l’acide chlorhydrique 
louchit par addition d’acide silicotungstique; il se fait 4 la longue 
un iaible précipité amorphe. Ce précipité ne saurait étre identifié 
avec le silicotungstate de nicotine cristallin que l’on obtient 
dans les mémes conditions. I] ne parait pas possible de conclure 
a la présence de nicotine (3). . 17 

Un autre essai a porté sur les organes aériens, tiges et feuilles, 
et sur les racines du sujet. 

Le résultat a été identique au précédent. 


III. — Greffe mixte de Belladone sur Tomate. 


Deux essais ont été faits, !un sur 430 grammes, l’autre sur 
650 grammes de tomates (fruits). Dans les deux cas la réaction 
de Vitali a été douteuse; les extraits fournissaient par la potasse 
alcoolique, aprés oxydation nitrique, une coloration purpurine 
mais non violette. La réaction physiologique a été au contraire 
positive, trés faiblement dans le premier cas, lamydriase ne s’étant 


(1) J’adresse tous mes remerciements 4 M. A. FRovumn qui m’a apporté un 
obligeant concours pour l’exécution de ces essais physiologiques. 

(2) D’aprés ieur récent mémoire ci-dessus signalé, MM. ARTHUR MEYER et 
Ernest Scumipr ont, dans des greffes de Datura sur pomme de terre, reconnu 
Patropine dans la tige du Solanum tuberosum-sujet ; ils n’ont pula caractériser avec 
certitude dans les tubercules. Ils pensent que l’atropine passe de la stramoine A la 
pomme ce terre, mais que l’alealoide peut atteindre, ou non, les tubercules. 

(3) Dans leur dernier mémoire (loc. cit.) A. MnyER et E. Scumipr donnent les 
analyses de plantes greffées sinon identiques, du moins analogues acelles-ci; il s’agit 
de greffes simples de Tabac sur Pomme de terre : ils concluent au passage de la nico- 
tine; mais on ne peut s’empécher de trouver bien fragiles les preuves chimiques qu’'ls 
fournissent en faveur de cette opinion. 


“A 
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produite qu’au bout de trente minutes environ et de facon peu 
accentuée, mais plus nettement dans le second cas. 


IV. — Greffe mixte de Tomate sur Belladone. 


Un premier essai porte sur 500 grammes de tomates (fruits). 
Il est trés nettement positif, aussi bien pour l’épreuve chimique 
que pour l’épreuve physiologique. 

Un deuxiéme essai porte sur 125 grammes de tomates pro- 
venant d’un autre individu. Ces fruits avaient été, avant toute 
manipulation, divisés et en partie desséchés dans le vide en pré- 
sence d’acide sulfurique si bien que le poids de 125 grammes 
indiqué correspond en fait a un chiffre 4 a 5 fois plus élevé de 
matiére premiére. L’épreuve chimique et l’épreuve physiologique 
ont été ici encore trés nettement positives. | 

Un troisiéme essai porte sur 250 grammes de tiges et feuilles 
de tomates-greffons. Ici les deux réactions se sont trouvées 
négatives. 

7 fs 

De ces expériences, que je compte d’ailleurs poursuivre et 
faire porter sur des greffes différentes, est-on en droit de tirer 
quelques conclusions? D’un cété,il y a des résultats négatifs; 
ils signifient que dans les limites de sensibilité de la méthode, il 
n’a pas été possible, avec les quantités de matiére premiére mises 
en oeuvre, de déceler l’alcaloide cherché. On ne saurait dire plus 
et affirmer qu’aucune trace d’alcaloide n’a franchi le bourrelet 
de la greffe. Il y a, d’autre part, des résultats positifs; les uns le 
sont entiérement et ne laissent aucune place au doute; d’autres 
sont moins nets et n’acquiérent leur valeur que rapprochés des 
précédents. Ces résultats qui s’appliquent aux greffes mixtes 
de Tomate sur Belladone et réciproquement témoignent nettement 
du passage de Valcaloide de la belladone-sujet ou dela belladone— 
greffon a travers le bourrelet. Il importe de remarquer que cette 
migration d’alcaloide est quantitativement trés faible (1) (elle se 
réduit 4 quelques milligrammes dans le cas le plus favorable) et, 
d’autre part, quelle n’est accompagnée, d’aprés les observations 


(1) Intentionnellement, je n'ai pas fourni ici de déterminations quantitatives, bien 
que celles-ci aient été effectuées. Je pense en eftet que les chiffres obtenus sont, pour 
des raisons sur lesquelles je reviendrai, un peu trop élevés. 
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de M. Griffon (1), d’aucune modification morphologique digne 
de remarque. 

Mes expériences confirment, comme on le voit, celles de 
M. Ch. Laurent qui, le premier, a décelé la présence d’un alcaloide 
mydriatique dans les tomates provenant de greffes simples ou 
mixtes de Belladone sur T. mate. Mes expériences étendent d’ail- 
leurs et complétent celles de M. Laurent, car cet expérimentateur 
n’avait pu déceler -l’alealoide dans les tomates provenant de 
greffes de Tomate sur Belladone et c’est précisément dans 
ce cas que j’obtiens les résultats les plus indiscutables. 

L’ensemble des faits maintenant connus laisse 4 penser que 
la migration d’une substance spécifique de lun des individus 
dans l’autre dépendra: et de la substance envisagée, et des espéces 
associées. ; 

Sans doute il est vrai que « dans la symbiose artificielle que 
réalise le greffage, chacune des plantes associées conserve son 
chimisme propre » [L. Guignard (2)] sil’on entend par la que l’un 
des conjoints ne devient pas, du fait du greffage, capable de fabri- 
quer telle substance normalement élaborée par autre. Mais il 
faut ajouter aussi que si « certaines substances peuvent rester 
localisées dans l'un ou autre des conjoints », comme c’est le cas 
pour les glucosides cyanogénétiques, d’autres peuvent passer de 
Pun a lautre, et qu’on ne saurait encore énoncer de régle géné- 
rale. , 


(1) Loc. cit. 
(2) Loe. e7t. 


vr la 


Sur la Protéolyse de la bactéridie charbonneuse 


par Exsonorna LAZARUS 
(Travail du Laboratoire de M. G. Malfitano.) 


bm J’ai entrepris l'étude des échanges et des modifications 
qui, dans les cultures de bactéridie charbonneuse, ont lieu 
réciproquement entre les cellules et le milieu, en vue surtout de 
comprendre le phénoméne de protéolyse. Je vais rappeler brié- 
vement les recherches qui ont précédé les miennes sur la méme 
question. | 

On sait que le bacillus anthracis cultivé sur gélatine-peptone 
liquéfie la gélatine du milieu; il produit donc une diastase proveo: 
lytique, la protéase Weckai tings 

M. Malfitano (1) a montré que les protéases microbiennes 
n’ont pas nécessairement de fonction dans l’alimentation de la 
cellule et qu’elles jouent surtout leur rdJe en modifiant le proto- 
plasma. Les phénoménes de dégénérescence des microbes 
(bactériolyse) (2) sont l’ceuvre de ces diastases; en effet, que 
lon chauffe rapidement a 65° une émulsion de bactéridies dans 
de l’eau distillée, alors, la protéase étant thermolabile, la bac- 
tériolyse n’a plus lieu; elle réapparait si l’on ajoute le liquide 
filtré, ou d’autres bactéridies se sont autolysées. 

Du fait que ces protéases liquéfient rapidement la gélatine, 
tandis que leur activité sur les albumines est peu appréciable, 
on avait conclu qu’elles étaient des gélatinases. Or, M. Malfi- 
tano (3) a montré que cette spécificité n’est pas réelle, car le 
blanc d’ceuf est lui aussi digéré aisément, lorsqu’on l’a débarrassé 
autant que possible des sels insolubles qu’il contient. Il a vu 

(14) G. Matrirano, La protéase de l Aspergillus niger, An. de I’ Inst. Pasteur, 1900. 

(2) La bactériolyse de la bactéridie charbonneuse. (C. R. de I Académie* des 
sciences, t. CXX XI.) 

(3) Sur ie pouvoir albuminolytique de la protéase ‘charbonneuse. (C. }R.4 Société 


de Biologie, t. LV, p. 841, 1903.) 
37 
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encore que la protéase charbonneuse se comporte comme un 
mélange de kinase avec trés peu de suc pancréatique (1), celui-ci 
aussi liquéfie la gélatine plus activement qu’il ne dissout le blanc 
d’ceuf coaguleé. 

De plus, filtrée au travers des membranes en collodion (2), 
la protéase perd toute son activité, il en est de méme pour 
les mélanges de kinase avec peu de suc pancréatique; tandis que 
les filtrats de mélanges 
riches en suc pancréatique 
sont encore actifs aprés 
filtration. 

Ensuite MM. Malfitano 
et Strada (3) ont successi- 
vement étudié comment 
Vactivité de la protéase se 
modifie dans les cultures 
avec lage et en  faisant 
changer les conditions d’aé- 
ration. 


I. — Méthode (4). 

Je vais d’abord décrire 
la méthode qui a servi 
dans toutes ces recherches 
a apprécier l’activité pro- 
téolytique soit dans les 
émulsions de microbes, soit 
a) dans les cultures. 

Des tubes calibrés, de 2 
millimétres de diamétre, gradués en millimétres, sont stérilisés 


(1) Sur le pouvoir gélatinolytique et albuminolytique des mélanges de protéase 
charbonneuse et de suc pancréatique. (C. R. Soc. Biol., t. LV, p. 964.) 

(2) Sur Vinfluence des sels. intimements liés aux albuminoides et aux matiéres 
diastasiques dans la protéolyse. (CO. R. Académie des sciences, t. CXLI.) 

(3) G. Marrtrano et Straps, Evaluation du pouvoir protéolytique des bacté- 
ridies du charbon (C. R. Société de Biologie, t. LVII, 1905, p. 118); Des variations 
dans lactivité protéolytique des bactéridies avec l’Age des cultures (C. R. Soc. Biol., 
t. LVII, p. 195); Influence de l’aération des cultures sur le pouvoir protéolytique 
(G. R. Soc. Biol., t. LVI, p. 197); Des influences qui peuvent faire varier le pouvoir 
protéolytique de liquides en contact avec des bactéridies de charbon. (0., R. Soc. 
Biol., t. LVII, p. 120.) 

(4) G. Maurrrano, Tubes de Mett d’albumine et de gélatine. gradués et stériles. 
(0. R. Société de Biologie, t. LVI, 1904, p. 33.) 
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dans des tubes a essai obturés au moyen d’un tampon d’ouate, 
et étant eux aussi bouchés a Vorifice extérieur (fig. A). Ils 
sont remplis aseptiquement de gélatine a 20 0/0, légérement 
colorée et neutralisée; on aspire, pour cela, au moyen d’un 
tube en caoutchouc fixé a l’extrémité supérieure du petit tube 
et l'on ferme avec une pince, lorsque la gélatine est montée a la 
hauteur voulue. Les petits tubes étant ainsi remplis, on les 
remet dans leurs éprouvettes et Von s’arrange de maniére 
qu ils touchent au fond, et qu'une goutte de gélatine, qu’on a 
laissé tomber, empéche le cylindre de former, aprés refroidis- 
sement, un ménisque concave (fig. B). 

La solidification étant compléte, on transporte le petit tube 
ainsi préparé dans une éprouvette pareille contenant le liquide 
diastasique a étudier. Le pouvoir protéolytique se manifeste par 
la dissolution de bas en haut du cylindre de gélatine, et peut-étre 
exprimé par le nombre de millimétres dissous aprés un temps 
donné (fig. C).™ - ESTER Se 


Il. — Inconstance gdugpouvoir protéolytique (1). 


La méthode décrite, précédemment, permet une appréciation 
assez exacte du pouvoir protéolytique, car j’ai pu m’assurer 
qu’en distribuant la méme culture dans plusieurs tubes, sans 
plus de précautions d’ailleurs, la quantité de gélatine dissoute 
est la méme dans tous les tubes, 4 une fraction de millimétre 
pres. ; 
On sait que le pouvoir protéolytique est variable dans les 
différentes races de bactéridies; on peut d’abord constater cela 
par l’aspect de leurs cultures sur gélatine; et la méthode indiquée 
nous permet de mesurer ces variations. Mais il fallait s’assurer 
jusqu’a quel point on trouve des chiffres constants, lorsqu’on 
mesure l’activité protéolytique de plusieurs cultures issues de 
la méme cellule et en tout comparables. 

Pour cela j’ai préparé des séries de tubes contenant la méme 
quantité d’un milieu donné, que j’ai ensemencé avec une colonie 
isolée sur gélose. Aprés développement, ces cultures servaient 
4 l’essai protéolytique. Bien que toutes précautions eussent été 


(1) EB. Lazarus, Sur Vinconstance du pouvoir protéolytique de la bactéridie de 
Davaine. (0. R. Société de Biologie, t. LXVI, p. 823.) 


= | 
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prises pour que ces cultures fussent en tous points compa- 
rables, les chiffres de la protéolyse n’étaient pas toujours cons- 
tants. Dans certains cas, et je crois toutes les fois qu’on a a faire 
a des microbes fraichement isolés, cette inconstance devient 
tout a fait frappante, ainsi qu’on le constate dans l’expérience 


suivante. 


Expérience I. — On ensemence 5 tubes contenant chacun 5 c..c. du méme 
bouillon, avec une colonie isolée sur gélose, provenant de sang charbonneux. 
Au bout de trois jours, dans ces cultures ot le développement est parfaite- 
ment comparable, on ajoute quelques gouttes de toluol et l’on plonge des 
tubes de gélatine. Les résultats aprés quatre jours sont : 

mm. 0 0,5 8 Qe 45) 


Quel que soit l’Age ou labondance du développement, la 
nature du milieu, ou la race de la bactéridie, et malgré tous les 
soins dans l’expérimentation, il est rare qu’on obtienne des 
cultures qui liquéfient la gélatine avec une rapidité parfaitement 
comparable. I] est vrai cependant que lorsqu’une bactéridie est 
adaptée a un certain milieu, ces différences deviennent moins 
accentuées. Voici un exemple : 


Experience II, — Une race fraichement isolée a donné, dans quatre cul- 

tures pareilles, les chiffres suivants : 

mm. Al] AS 4 6 
ce qui fait une variation de 1 a 10 environ. La méme race, aprés avoir été 
entretenue pendant quelques mois dans une solution de peptone, a donné 
dans quatre cultures, toutes choses égales : 

mm. 4 3,5 4 7 

La variation était donc réduite de 1 4 2 environ. 


J’ai multiplié les essais pour m’assurer qu’il n’y avait pas 
de causes d’erreur provenant de la qualité du verre, des impu- 
retés éventuelles des milieux, ou d’aération défectueuse pendant 
le développement. Je me suis demandé aussi si l’activité protéo- 
lytique des cellules issues des spores n’était pas différente de 
cellules issues des formes végétatives, de sorte que chaque 
culture serait ainsi un mélange en proportions variables de 
cellules douées de propriétés différentes. Dans le but d’avoir A ce 
point de vue des cultures homogénes, j’ai ensemencé d’une part 
des microbes chauffés 4 70°-80°, ou laissés en contact avec du 
chloroforme, et d’autre part, du sang d’un animal charbonneux, 
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qui ne contient que des batonnets sans spores. Dans toutes ces 
cultures, l’activité protéolytique était inconstante. 

Les faits du méme ordre que ceux que je viens d’exposer, 
ont été déja observés a propos de la virulence (1) et de la résis- 
tance des spores au chauffage (2) ; ceci parait indiquer que, 
méme chez les étres les plus simples, placés dans des conditions 
autant que possible égales, il se manifeste des différences indivi- 
duelles. 

Une conclusion s’impose, 4 savoir que l’étre vivant n’est pas 
directement dépendant du milieu. Il faut, dans l’expérimenta- 
tion, tenir constamment compte de ces différences individuelles, 
et ne considérer comme valables que les résultats d’un nombre 
assez grand d’expériences. 

Dans la suite j’indiquerai la protéolyse par la moyenne des 
chiffres obtenus sur un certain nombre de cultures. 


III. — Influence de la réaction des milieux sur le 


développement (3). 


La méthode étant ainsi établie, j’ai recherché l’influence de 
la réaction des milieux, d’abord sur le développement, et ensuite 
sur la protéolyse. 

Il est généralement admis que ce sont les milieux alcalins 
qui conviennent au développement de la bactéridie, mais l’on 
n’a pas encore, 4 ma connaissance, précisé quelles sont les limites 
de réaction entre lesquelles la végétation du microbe est possible. 

Prenons des tubes contenant des volumes exactement 
mesurés d’un milieu nutritif; déterminons les quantités de solu- 
tions titrées d’acides et de bases nécessaires pour atteindre le 
virage aux différents indicateurs colorés. La présence de phos- 
phates, qui paraissent d’ailleurs indispensables dans ces milieux, 
détermine des conditions telles, qu'il faut ajouter des quantités 
différentes de solutions titrées, pour passer de la neutralité au 
tournesol a celle 4 la phénolphtaléine d’une part et 4 celle au 
méthyl-orange d’autre part. Je me suis limité a envisager les 


(1) ARLorna, Remarques sur la perte de la virulence dans les cultures. (GER 


Acad. Sc., t. CX, p. 939.) 
(2) MonrELxA, Bolletino Societé aoLancissiana di Roma. Ig. X XII, fase. 2. 


(3) E. Lazarus, Sur la réaction des milieux pour la bactéridie de Davaine. (C. R:- 
Société de Biologie, t. UXV, p. 730.) 
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modifications qui se produisent par addition de NaOH et 
H®PO!, et a l'emploi des trois indicateurs susmentionnés. 

Je rappellerai que le méthylorange ne vire au rouge qu’en 
présence d’acide libre, H®PO*; le tournesol avec le phosphate 
monosodique, NaH?PO! vire au rouge, et au bleu avec le phos- 
phate disodique Na?H PO‘; de sorte que la neutralité avec cet 
indicateur est atteinte, lorsque la liqueur contient un mélange 
en parties égales de NaH,PO, et Na,HPO,; enfin, ce n’est 
que lorsqu’on a ajouté a la liqueur, la quantité de NaOH néces- 
saire pour former le phosphate trisodique, Na’PO4, que la 
phénolphtaléine rougit, en réalité ce sel étant hydrolyse, 
e’est Na OH libre qui est alors présent. 

J’ai eu soin d’ajouter aseptiquement les solutions titrées aux 
milieux nutritifs, les unes et les autres stérilisés au préalable. Le 
degré de réaction peut, en effet, changer pendant le chauffage, 
tandis que, aprés un séjour prolongé 4 37° environ, je m’en suis 
assuré, il n’y avait pas de changements sensibles. 

Il] est done possible de préparer, pour un milieu quelconque, 
des séries dont chaque terme posséde une réaction connue, 
a savoir, il contient une quantité déterminée d’équivalents 
NaOH ou H'PO4, a partir des virages aux différents indica- 
teurs. 

J’ai expérimenté sur douze races de bactéridies de prove- 
nances différentes, et j’ai employé, comme milieux nutritifs, 
des solutions de peptones Defresne et Witte, et le milieu de 
Frenkel, qui ne contient pas d’albuminoides. Ce milieu est une 
solution contenant, dans 100 grammes d’eau, 0,5 gr. de NaCl, 
0,2 gr. de K?HPO!, 0,6 gr. de lactate d’ammoniaque et 0,4 gr. 
d’asparagine. J’ai réussi seulement avec quelques-unes des 


races dont je disposais, 4 obtenir des cultures satisfaisantes en 
ce milieu. 


Expérience I. — Soit une solution de peptone Defresne a 2 0/0; le tour - 
nesol y vire au rouge, et pour atteindre la coloration violette il faut ajoute r 


0,2 c. c. 0/0 de NaOH normal et 2 c. c. 0/0 environ, pour faire rougir la 
phénolphtaléine. 


Dans le tableau suivant, j’ai indiqué par le nombre de croix 
le développement et son intensité pour les douze races étudiées 
dans des milieux dont la réaction est exprimée en quantité de 
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liqueurs titrées, NaOH normal et HPO! moléculaire, et par 
leffet sur les indicateurs. Les lettres indiquent les différentes 
races de la bactéridie que j’ai eu 4 ma disposition : a est une cul- 
ture isolée du sang d’une vache charbonneuse; 6 d’un cheval; 
¢ de sang conservé pendant plusieurs années a l’état desséché; 
d est une vieille .culture entretenue a I’Institut~ depuis le 
temps de Pasteur; e une race cultivée depuis plusieurs années 
au laboratoire; f est isolée du sang d’un mouton charbonneux; 
g une culture regue de Vaiano; h de Lovato (Italie) et p une cul- 
ture provenant de sang charbonneux d’un animal apporté aux 
halles de Paris. 


PHENOLPHTALKINE TOURNESOL 
PI re TE el! Be ae ET ene 
ALCALIN NEUTRE] ACIDE |NEUTRE 
RACES 
OaGees 6 c.c. 2 c.c. 10,5 c.c.]0,2 c.c. 
0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 
NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH 
N N N N N 
: Aer sccsecceces +--+ ++ $+ ++ ae 
(Go botonee oudnO SEES | SU aay | ae 
Corser ssevsce- +++) ++ ++ + 
DS reta Maianere ® ab ae ae a5 
Core si eke ers crea sie78 + + + Nae a 
BE ROROO e hOOAL + os ag 4 
(nate Danced ++} ++ + 
We rier hTi SUR || SSeS || ee ; 
| | a (a Se ee eee ee 
Bac® anthra- 
COIDES!, sate ay ++ )4+ )/ ++ 74+ 
4er vaccin..... + + + + 
Pe VaACCLOn ere sr de a558 ze ae 


On voit que les douze races étudiées se développent encore 
dans les solutions de peptone Defresne auxquelles on a ajouté 
6 c. c.0/0 de NaOH normal. C’est dire que le microbe s’accom- 
mode bien de 08,16 & 08',24 environ 0/0 de NaOH libre. 

Dans la méme solution de peptone Defresne, dont l’acidité 
correspond a 2 c. c. de NaH?PO! moléculaire dixiéme 0/0, 
8 des races étudiées et parmi celles-ci les deux vaccins pastoriens 
et une culture virulente qui a servi 4 Pasteur, ne se développent 


plus. 
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Expérience II. — La peptone Witte que j’ai employée est déja alca- 
line au tournesol. 100 c. c. de la solution a 2 0/0 exigent 7c. c. NaOH 
normal décime pour faire virer la phénolphtaléine, et elle devient neutre au 
tournesol par l’addition de 4 c. c. 0/0 et neutre au méthylorange par 21 c. c. 
0/0 H*PO* moléculaire décime. J’ai ensemencé dans des solutions de 
peptone Witte les races les plus alcalinophiles et j’ai vu que le dévelop- 
pement s’arréte lorsque le milieu contient 3 c. c. 0/0 de NaOH normal au 
dela du virage 4 la phénolphtaleine, c’est-a-dire seulement 0,14 gr. de NaOH 
libre. L’on voit que dans le cas de la peptone Witte, le microbe s’accommode 
moins bien de lalcalinité. Ces cultures sont d’ailleurs discrétes, et ce n’est 
qu’en acidifiant la peptone que le développement devient tres abondant. 
Tandis que, lorsqu’on a affaire a la peptone Defresne, déja a une légere 
acidité au tournesol, le développement est précaire, dans les solutions de 
peptone Witte l’on peut ajouter jusqu’a 2,5 c. c. 0/0 HPO‘ moléculaire 
au dela de la neutralité au tournesol, ce qui rend le milieu sensiblement 
acide au méthylorange, et la bactéridie peut encore se déyvelopper, comme 
on le voit dans le tableau suivant : 


PHENOLPHTALEINE TOURNESOL METHYLORANGE | 
4) piri cars as ber seat a 2 ee | 
ALCALIN |NEUTRE] ACIDE | NEUTRE ACIDE |NEUTRE| ACIDE | 
RACES Daa Ta PORE SEN (erent! ee gree eae iad Ceres ee 
4,6 c.C.|2,6 c.c. |1.9 c0.10,5 c.c. 0.4c¢.c. 0,8 c.c. @2,1 c.c.12,8¢.¢ 
0/0 0/0 0/0 0/0 0.0 0/0 9/0 0/0 0/0 
NaOH | NaOH | NaOH | NaOH , H,PO, | H;P0,°|H,PO, |H,PO, 
N N N N M M M M 
LS ——— rr | cc | ce fl [a 
verses + of +t | ++ Jt4+t]t++t+)++++]4++4] + 
Pee os + + + | +4 | ++ ]4+4++4+] +4 


Experience III. — Le milieu Frankel qui contient, en plus des matiéres 
neutres, du phosphate bipotassique, est naturellement alcalin au tournesol 
et neutre a la phénolphtaléine. La bactéridie (race a) que j’ai ensemencée ~ 
dans ce milieu, se développe lentement, ‘il est vrai, mais abondamment. 
Dans une série de cultures ot la gamme des réactions était pareille A celle 
des cas précédents, j’ai pu constater que le développement reste. limité 
aux milieux alcalins au tournesol et neutre 4 la phénolphtaléine; elle ne 
se développe déja plus a la neutralité au tournesol; cependant aprés l’avoir 
entretenu pendant plusieurs mois dans ce milieu, cetterace paraissait légé- 
rement modifiée (race a’) car elle se développait plus abondamment et plus 


rapidement, et s’accommodait de milieux plus acides, méme jusqu’A une 
légére acidité au tournesol. 


PHENOLPHTALEINE TOURNESOL 
RACES eS ————————__ 


| 


ALCALIN NEUTRE ACIDE ALCALIN NEUTRE 
V—_— OOOO | | 
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Toutes les races étudiées se développent, il est vrai, lorsque 
dans ces milieux la réaction est alcaline, non seulement au tour- 
nesol, mais aussi 4 la phénolphtaléine, mais j’ai pu constater 
qu'il y a des conditions ot la réaction, nettement acide au tour- 
nesol, est plus favorable 4 la multiplication de ce microbe. 

Les limites de réaction entre lesquelles la bactéridie se déve- 
loppe varient, comme il fallait s’y attendre, selon la race, mais, 
et ceci me parait plus remarquable, la réaction étant égale, le 
méme microbe marque des différences trés sensibles, s’il s’agit 
d’une solution nutritive ou d’une autre. 

Pour rendre plus frappante la comparaison, j’ai préparé, 
avec ces trois milieux, des séries ot la réaction était comparable 
vis-a-vis des trois indicateurs, 4 savoir que pour chacun d’eux 
il y avait des termes qui devaient contenir le méme nombre 
dions H et OH. 

Je rappellerai que la réaction neutre est le fait de la présence 
en nombre égal des ions Htet OH~, ce qui correspond approxi- 
mativement a la neutralité au toarnesol; lorsque les ions H * 
prédominent tant soit peu, cet indicateur vire au rouge; il faut 
un nombre plus grand de ces ions H *pour atteindre le virage 
au méthylorange. Inversement, le tournesol vire au bleu dés que 
les ions OH~ deviennent plus nombreux, et il en faut davantage 
pour faire rougir la phénolphtaléine. 4 

Expérience. — Dans le tableau suivant j’ai désigné par le signe 6 la 
réaction neutre au tournesol avec les chiffres a gauche, les c. c. de NaOH nor- 
mal 0/0 au dela de la neutralité 4 la phénolphtaléine, et avec les chiffres 
4 droite les c. c. de H3PO‘ moléculaire en plus de la neutralité au tournesol; 


le dernier terme représente une légére acidité au méthylorange. L’inten- 
sité du développement est exprimé par le nombre de petites croix. 


NATURE 


DU MILIEU 


Solution de pep- 


tone Defresne 


20/0 +J4++)+++/++++]4++++4+] + 


Solut. de peptone 
Witte 2 0/0... eee) cate aoa este + eae ee 


Milieu Frenkel ..| Speer) ceed 


Il est bien entendu que les quantités d’acide ou de base 
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ajoutées a ces milieux étaient toujours au-dessous de celles 
qui peuvent agir comme antiseptique; en effet j’ai vu que dans 
les milieux extrémes, ot le développement était absolument 
empéché, existaient des cellules vivantes, qui se développaient 
une fois transportées dans des bouillons ordinaires. 

Il apparait ainsi avec toute évidence, que optimum, ainsi 
que les limites du développement, varient non seulement avec la 
race, mais encore avec la qualité de la matiére alimentaire du 
milieu. 


IV. — Influence de la réaction sur la protéolyse (1). 


Je vais maintenant examiner comment varie, selon la réac- 
tion, la faculté protéolytique des cultures. 

Il faut, dans ce cas, envisager deux cétés de la question, la 
réaction optima de formation de la protéase, et celle qui, la 
diastase étant formée, est plus favorable a son action sur les 
albuminoides. . 

On sait que la protéase charbonneuse agit le mieux lorsque 
la réaction est entre la neutralité du tournesol et celle 4 la phé- 
nolphtaléine. Mais dans les cultures, probablement a cause de 
la présence d’albuminoides, on a un véritable plateau, qui va 
de l’alcalinité franche ala phénolphtaléine, 4 lacidité nette au 
tournesol. 4 


Experience. — On'distribue dans une série de tubes, une culture en solu- 
tion de peptone Defresne a 2 0/0 et une culture en solution peptone Witte 
a 20/0. On ajoute dans les trois séries des quantités de NaOH et H®POé 
nécessaires pour obtenir les virages aux trois indicateurs employés. Le pou- 
voir protéolytique exprimé en millimétres est évalué aprés 7 jours de diges- 
tion. 


{ 


PHENOLPHTALEINE | TOURNESOL METHYLORANGE 


a = a 
ALCALIN | NEUTRE| ACIDE | NEUTRE| ACIDE | ALCALIN|NEUTRE| ACIDE 


Peptone Defresne.. 44 17. 47 | AU siaye |) ethyl 15,5 45 


Peptone Witte .... 3 3. 3 3,5 3,5 3,5 3,0 @ 


(1) E. Lazarus, Influence de la réaction des milieux sur le développement et 
Pactivité protéolytique de la bactéridie de Davaine. (C. R. Académie des sciences, 
17 aott 1909.) 
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Je dois encore faire remarquer que ce ne sont pas les cultures 
les plus abondantes qui sont les plus protéolytiques; le pouvoir 
protéolytique d’une culture ne parait pas lié au nombre de 
microbes qu’elle a nourris, mais bien plutdt A leur qualité. 
Ceci prouve que les différences que je vais prendre en considé- 
ration, correspondent a l’exaltation ou A V’atténuation de la 
faculté protéolytique de la diastase dans les cultures. 


Expérience I. — Des séries de neuf tubes des trois milieux étudiés , 
savoir : solution de peptone Defresne a 2 0/0, solution de peptone Witte 
a 2 0/0 et milieu Frenkel, ont été additionnés respectivement de H3PO‘ 
ou NaOH, de fagon a obtenir, dans chaque série, les termes de réaction cor- 
respondant a l’acidité, la neutralité et alcalinité au méthylorange, au tour- 
nesol et a la phénolphtaléine. Chaque série comprend cing tubes pareils, 
ensemencés avec une méme culture de bactéridie. Les chiffres suivants 
sont des moyennes de digestion aprés 2 jours. 


PHENOLPH SINE 5 S) METHYLORANGE 
MILIEU ie LPHTALEIN OURNESOL 1D) 


DE CULTURE ALCALIN|NEUTRE] ACIDE | ALCALIN| NEUTRE| ACIDE] ALCALIN| NEUTRE| ACIDE 


Solution de peptone 


Defresne.......- 94 PEST OX GN OAS) 2,9 2,61 2,8 
Solution de peptone 
Witten 2 600e)2 0,14 | 0,46 | 0,08 | 4,8] 2 


On attribue 4 chaque diastase une seule réaction optima, 
et, dans ces expériences, j’ai constaté que l’activité protéoly- 
tique est tantét plus manifeste dans des cultures en milieu acide, 
et tantot dans celles ot la réaction est alcaline. C’est ainsi qu’en 
solution de peptone Witte les cultures manifestent le mieux 
Yactivité protéolytique dans les milieux neutres et acides au 
tournesol, dans les solutions de peptone Defresne le pouvoir 
protéolytique le plus intense se trouve au voisinage de la neu- 
tralité ou tournesol, et dans le milieu Frenkel, l’optimum de la 
protéolyse se place A la réaction alcaline au tournesol et acide 
a la phénolphtaléine. 

Il est bien entendu que la réaction des milieux n’est pas la 
méme aprés le développement du microbe, mais ces changements 
dans les cultures jeunes ne sont pas tels que l’ordre choisi ne 
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soit plus valable, les milieux acides titrés de nouveau sont moins 
acides, les neutres sont légérement alcalins, et c’est tout. 

Les conditions réalisées dans ces expériences permettent donc 
d’affirmer qu’un microbe, se trouvant en présence d'une quantité 
déterminée d’ions H* ou OH, peut se développer ou rester en 
vie latente, produire plus ou moins de protéase, selon la nature 
des matiéres nutritives présentes. 


V.—Adaptation a des conditions d’alcalinité et d’acidité croissantes. 


_ Aprés avoir établi les limites de réaction dans lesquelles une 
race de bactéridie peut se développer, j’ai essayé, en l’ensemen- 
cant dans des milieux progressivement plus acides ou plus alca- 
lins, de adapter 4 pousser lorsque la réaction était au dela de 
ces limites. II fallait voir, si la bactéridie avait été ainsi modi- 
fiée d’une facon définitive, et si par conséquent l’optimum soit 
du développement, soit de l’activité protéolytique se trouvait 
déplacé vers l’une ou l’autre de ces réactions. 


Expérience. — 15 séries de 10 tubes contenant 5 c. c. de solution de 
peptone Defresne 4 20/0 de solution de peptone Witte a 20/0 et de 
milieu Frenkel ont été additionnés de H*®PO‘, et respectivement de 
NaOH; de maniére a avoir toute la gamme des réactions. On a ensemencé 
5 séries avec la bactéridie charbonneuse, qui depuis plusieurs mois était 
habituée ase développer en solution de peptone Witte acidifiée (race acide), 
5 séries avec celle qui a été habituée a l’alcalinité (race alcaline) et 5 séries 
avec la bactéridie normale. 

Dans les tableaux suivants, les croix par leur nombre indiquent l’inten- 
sité du développement; les chiffres, la moyenne du pouvoir protéolytique 
aprés 48 heures de digestion. 


Solution peptone Defresne. 


PHENOLPHTALEINE TOURNESOL ME THYLORANGE 
a ee _eeaane 


RACES See at 
ALCALIN| NEUTRE| ACIDE ALCALIN| NEUTRE| ACIDE | ALCALIN|NEUTRE|ACIDE 


Race normale! f+ E+ tt] + t+ ttt ttt 


: rare 2,9 2,9 2,6 2,8 
Race acide.... ++}, ++] 4+ ]44 Spal ncaa 
1.3 4,7 4,85 | 2,4 


| fF | | 


Race alculine. 
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Solution peptone Witte. 
———————— 


PHENOLPHTALEINE TOURNESOL METHYLORANGE 


| 
| 


S OF & 
SZ2ts 
~ o= 
Race normale. . Sedat ete Watestect let tecteste htt $4 
0,4)-0,21 | 4,5 | 2,45) 4,3 49 6 
wace acide.....f | ++(t+4++/4+4+4+]4+4+4]++44]4+444] 444 G4] + 
0,45 | 0,45 10,23] 2 1,4 0,95 
| Race eV oa oa|| a= Beaelsesear mead) ees asiecranjaeaiese ad asarcnerliee lee 
| 23 | 0,98 | 0,8 {0,6 


Milieu Frenkel. 


PHENOLPHTALEINE TOURNESOL METHYLORANGE 
= Sa i re NN DO ee 
RACES & 2 3 5 Fe sg g Fy B 
4 & a = a i= y; B a 
S = g 5 a < S| a 
<a Zz < YA < a 


Race normale.{ ++ | +++ |++++}] +++ + |4+++ 
4,25 4 1,85 Artic 0,8 


Race acide....J ++ ++ eeroen | eee ae 
1 24 28 23 


Race alcaline .|-+++|++++]++++|++4+4|+44+4/+4+4+]° + 
0,15 0,95 0,34 8 eye | 


On voit que les résultats obtenus sont tout a fait imprévus. 
Aprés des passages successifs dans des solutions de peptone 
Witte de plus en plus acides, la bactéridie pouvait se développer 
a la réaction nettement acide au méthylorange, c’est-a-dire en 
présence d’acide libre. Or cette race ainsi modifiée s’accommodait 
aussi bien des milieux trés alcalins, et tels, que la race dont on est 
parti ne s’y développait pas. L’optimum de la protéolyse, com- 
parativement 4 celui de la race primitive s’était déplacé vers 
Valcalinité. En plus, si l’on ensemencait cette culture dans les 
deux autres milieux, ce microbe revenait peu a peu aux mémes 
limites qu’avant l’adaptation. 

D’une maniére pour ainsi dire symétrique, la race adaptée 
a se développer dans des milieux alcalins, avait acquis en méme 
temps la faculté de se développer dans les milieux plus acides ; 
Yoptimum du développement et du pouvoir protéolytique 
restait presque inaltéré 4 la neutralité au tournesol. 
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Ces faits me paraissent avoir la méme signification générale 
que ceux que j’ai exposés précédemment, a savoir que Vinfluence 
de la réaction sur le développement, ainsi que sur l'activité protéoly- 
tique est surtout liée d la nature de la matiére alimentaire. 

Il y a lieu de penser que les variations de la réaction affectent 
différemment V état dans lequel ces matiéres alimentaires se trou- 
vent en solution dans les milieux. 


VI. — Influence de la concentration (1). 


Nous avons pensé, M. Malfitano et moi, que I’état de disso- 
ciation de la matiére alimentaire, et surtout la concentration 
des milieux, devait jouer un rdéle dans l’assimilation. En effet, 
nous avons vu qu il suffit de cultiver le microbe dans la méme 
quantité de peptone dissoute dans des volumes différents 
d’eau, pour amener des changements dans le développement et 
dans le pouvoir protéolytique de la bactéridie. 

Voici les faits observés : 

Les cultures des bactéridies charbonneuses dans des solutions 
de peptone différemment concentrées, sont dautant plus riches 
que la concentration est plus grande; cependant le pouvoir pro- 
téolytique des liquides, séparés des corps microbiens, diminue 
avec la concentration en peptone. }! 


wd 


Experience I, — On prend une solution de 5 grammes de peptone 
Defresne dans 100 c. c. d’eau et Yon prépare des liquides de dilutions crois- 
santes; 20 c. c. de chacun de ces milieux, stérilisés dans. des boites Roux, 
sont ensemencés avec une culture de 10 a 24 heures. Aprés 3 ou 4 jours 
4 36° on récolte les cultures et on sépare par centrifugation les corps micro- 
biens. Les liquides diastasiféres, décantés et additionnés de quelques 
gouttes de toluol, servent a apprécier le pouvoir protéolytique. Les corps 
microbiens chauffés a 110°-115°, recueillis sur des filtres tarés, sont pesés 
aprés dessiccation a poids constant. Exemple : 


Concentration en peptone pour 100 c.c..... 5 2 4 0,5 | 0,2 
Poids des corps microbiens en mer......... AS550 AAS 3,5.) 3 0,5 
Pouvoir protéolytique en mm.............. ‘| AN omleeS 6, Aaa 


(1) [(G. Matrrrano zr E. Lazarus, Influence™de la concentration en peptone 


des milieux sur le pouvoirJprotéolytique de la bactéridie charbonneuse. (G. R 
de Biologie, t. LXIII, p. 764.) See 


Se ST 


~~ 
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Expérience II. — 100 c. c. de solution de peptone en tout pareille 
aux précédentes, additionnés de 6 gr. de gélose, stérilisés dans des boites 
Roux, étaient ensemencés! en surface avec une émulsion de corps micro- 
biens, de maniére a obtenir le développement en couche uniforme. Ces cul- 
tures, agées d’un jour, étaient raclées dans l’eau distillée stérile. Les émul- 
sions ainsi préparées étaient employées comme précédemment les cultures. 


Concentration en peptone dans 100 c. c..... 5 2 4 0,5 
Poids des corps microbiens en mgr........ 129 56 39 27 
Pouvoir protéolytique en mm.............. 5 9 41,25 13,5 


Toutes les races de bactéridies que j’ai étudiées se comportent 
de méme, et l’on arrive 4 ce résultat, qui parait au premier abord 
paradoxal, que ce sont les cultures les moins riches qui sont le 
plus protéolytiques. 

I] fallait s’assurer que ces résultats fussent exclusivement dus 
a la concentration du milieu, a savoir premiérement si l’abon- 
dance des corps microbiens ne changeait pas les conditions 
d’aération, car nous savons que, dans les cultures insuffisam- 
ment aérées, le pouvoir protéolytique est faible. Cette suppo- 
sition, comme on le voit par l’expérience suivante, doit étre 
rejetée. 

Expérience I1J. — Cultures en boites Roux, dont une série est laissée 


dans des conditions ordinaires, et une autre série est soumise, pendant la 
culture, & un barbotage d’air. 


AERE towers AERE | NON AEER 
OS TN 


Concentration en peptone dans 100 c.c. 5 0,5 
Poids des corps microbiens en mgr .... Ds) AS 4 1,5 
Pouvoir proléolytique en mm,......... 2,5 2 8 | 4,5 


On pouvait encore objecter, que dans les solutions de pep- 
tone plus concentrées, la bactéridie ne sécréte pas les matiéres 
qui sont actives dans la protéolyse, ou encore, que la peptone, 
ou les produits élaborés par les microbes, exercent une influence 
défavorable sur le pouvoir protéolytique dans les conditions de 
nos mesures. 

En diluant avec de l’eau stérilisée lescultures dans la solution 
4 5 0/0, et inversement en concentrant dans le vide, a la 
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température du laboratoire, les cultures dans la sol. a 0,5 0/0, 
on obtient les résultats suivants : 


AVANT APRES AVANT APRES 

| DILUTION | DILUTION | EVAPORATION! EVAPORATION 
| ———— ee 
Concentration en peptone p. 100... 5 0,5 


Pouvoir protéolytique en mm.,...... | 25 | 


| 


D’autre part, les corps microbiens d’une culture a 5 0/0, 
séparés par centrifugation et émulsionnés dans une solution de 
peptone 0,5 0/0, ne lui conféraient pas de pouvoir protéolytique 
appréciable, tandis que, dans les mémes conditions, les corps 
microbiens ayant poussés en solution diluée, fournissent encore 
un liquide actif. 

D’autres peptones, telles que la peptone Chopoteaut suivent 
la méme régle. Dans la peptone Witte a réaction alcaline, les 
différences ne sont pas marquées, mais lorsqu’on s’adresse a des 
solutions acidifiées, c’est nettement dans les cultures en milieux 
dilués et peu abondantes que la faculté protéolytique est plus 
active. 


Expérience. — Dans le tableau suivant la protéolyse est exprimée en 
millimétres aprés 3 jours de. digestion. 


MILIEU 7 0/0 0,7 0/0 
Solution peptone Witte alcaline...... Fe neidcar Spy ace: 0 0,43 
Solution peptone Witte acide........ Soman cei oie 0 5,7 


Le milieu Frenkel fait exception A cette régle, car, a des 
concentrations variant de 1 a 10, le pouvoir protéolytique ne 
paraissait pas étre influencé. Cette exception méme est signifi- 
cative, car ce milieu n’étant pas colloidal, l’effet de changement 
de la concentration n’est pas semblable 4 ceux qui ont lieu dans 
les solutions de. peptone. Que des changements soient amenés 
par la dilution dans les solutions de peptone, il n’y a aucun 
doute, ceux-ci peuvent étre méme percus a l’ceil. La peptone 
Witte, par exemple, se trouble fortement quand on la dilue, il 
est vraisemblable que, par la formation de ce précipité, la com- 
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position soit altérée, et l’on est autorisé & admettre que la cellule 
vivante soit plus sensible que tous les autres moyens dont nous 
disposons. 


VII. — Conclusions. 


Les résultats de ces expériences peuvent se résumer ainsi : 

1° La fonction protéolytique du microbe n’est pas, aussi 
strictement qu’on pourrait le croire, dépendante des conditions 
de milieu. Les faits de ’inconstance du pouvoir protéolytique, 
dans des cultures issues de la méme cellule, et ot toutes les con- 
ditions extérieures étaient aussi semblables que possible, mon- 
trent que dans le déterminisme de cette fonction entrent en jeu 
des facteurs qui nous échappent encore; 

2° Cependant ayant recours au critérium statistique, et en 
prenant en considération les résultats d’un grand nombre d’expé- 
riences, on peut reconnaitre avec certitude quelles sont les 
influences dues aux changements de la composition da milieu; 

3° Une bactéridie n’est pas plus protéolytique 4 une réac- 
_ tion donnée, et moins a une autre. Mais il apparait nettement 
de ces expériences, que la réaction modifie les conditions d’assi- 
milation ; 

4° Lorsqu’on fait changer la réaction, ou simplement la 
concentration des milieux, en premier lieu on agit sur l’état de 
dissociation électrolytique des sels, qu’ils soient libres ou com- 
binés aux matiéres albuminoides ; 

5° Le mode différent de se comporter des matiéres nutri- 
tives correspond a des différences certaines de leur composition 
saline. En effet, la peptone Defresne est la plus riche en sels 
solubles, phosphates alcalins; la peptone Witte, par contre, laisse 
des cendres ot les phosphates alcalino-terreux, moins solubles, 
prédominent; enfin, dans le milieu Frenkel, la chaux et la 
magnésie ne peuvent s’y trouver qu’a l’état de traces, prove- 
nant d’impuretés. 

M. Malfitano a proposé d’envisager les phénoménes de la 
protéolyse comme des changements de la qualité et de la pro- 
portion des sels, des phosphates surtout, qui sont associés a 
la matiére organique, et constituent les unités physiques des 
albuminoides et des diastases. 

Il est bien probable que, selon la qualité, la quantité et l'état 

38 
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de dissociation des sels du milieu, la teneur du protoplasma en 
matiéres minérales soit différente. 

N’est-il pas possible que les cellules les plus protéolytiques 
soient celles dont le protoplasma est riche en sels solubles, 
phosphates alcalins ou acides, et que par contre lorsque leur pro- 
toplasma est constitué d’albuminoides combinés avec des phos- 
phates alcalino-terreux, qui sont peu ou pas solubles, les cellules 
soient moins protéolytiques? 

Les expériences que M. Malfitano et moi nous avons pour- 
suivies sur la composition des cendres des microbes en rapport 
avec leur faculté protéolytique ont donné des indications assez 
suggestives dans ce sens. Mais il fallait d’abord préciser les condi- 
tions d’expérimentation; ce but, j’espére l’avoir atteint par les 
recherches que je viens d’exposer 


Des microbes producteurs de phénol, 


Par K. DOBRWOTSKI 


Il est actuellement. démontré que l’intestin humain contient 
des produits toxiques appartenant aux groupes du. phénol 
(crésol, scatol et indol) et que ces produits proviennent de la 
-décomposition des substances albuminoides par différents -mi- 
robes. [Baumann (1), Ellinger (2), -Miiller, Metchnikoff (3), 
Wang (4).] 

Sur le conseil de M. Metchnikoff, nous avons fait une série 
d’expériences sur la production des phénols par certains microbes 
en cultures pures. Ce travail a été exécuté en partie a Paris au 
laboratoire de M. le professeur. Metchnikoff, en partie a Saint- 
Pétersbourg au laboratoire de M. le professeur Khlopine. 

Plusieurs savants ont déja montré ywil existe plus de mi- 
crobes producteurs d’indol que de microbes producteurs de 
phénol et que, d’autre part, les microbes donnant lieu a la forma- 
tion de phénol produisent en méme temps de l’indol. 

Kitasato et Weyl ont constaté la présence, dans les cultures 
du bacile tétanique, de phénol et d’indol, Lewandowski (5) a 
établi le méme fait pour les cultures des bacilles suisepticus, du 
choléra des poules, de la septicémie de lapin, de la septicémie 
hémorragique des animaux sauvages, de la morve, mesente- 
ricus vulgatus, proteus, lactique (on se servait pour ces recherches 
de bouillon peptoné). En ce qui concerne le coli-bacille, quelques 
auteurs (Chantemesse, Lehmann et Neumann, Blumenthal, 
Belonowski) (6), considérent celui-ci comme un producteur de 
phénol. Ce fait est nié par d’autres (Lewandowski). Suivant 
Losener (7), seulement quelques espéces du groupe colibacille 
sont capables de produire les phénols. 

Les phénols sont recherchés dans les cultures bactériennes 
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ss whe dae 
de la méme maniére que dans d’autres liquides (p. e. dans Purine). 


Le liquide a étudier est distillé; la vapeur d’eau entraine les phénols, 
On doit ajouter A ce liquide de acide (50 parties d’acide chlorhydrique 
pour 250 de liquide (Lewandowski), ou bien 50 parties d’acide sulfurique 
pour 1000 (Kossler et Penny), pour favoriser aussi la distillation des phénols 
combinés avec d’autres substances. Le produit obtenu est neutralisé par 
la soude; les phénols sont précipités par eau de brome. Si les phénols 
sont en quantité insignifiante le liquide se trouble légérement. 

On peut faire en outre la réaction suivante: on ajoute du réactif de 
Millon au produit de distillation et ’on chauffe le mélange; en présence des 
phénols, le liquide devient rouge. 


C’est également a la distillation qu’on a recours pour établir 
la quantité exacte des phénols. La distillation est considérée 
comme terminée lorsque les derniéres portions du distillat ne 
contiennent plus de phénol. On constate la présence des phénols : 
1° par la formation d’un précipité ou d’un trouble par addition 
d’eau bromée; 2° par la propriété du distillat de fixer de l’iode 
(Kossler et Penny) (8); cette derniére réaction est plus sensible 
que la premiére; 3° le liquide alcalinisé par la soude est agité 
avec de l’éther; ce dernier est évaporé dans un verre de montre 
et le résidu traité par la solution alcoolique de perchlorure de fer 
prend une teinte violacée s’il contient du phénol (Khlopine) (9). 

La détermination quantitative de phénols peut étre faite 
par pesée du tribromphénol ou par la méthode volumétrique, qui 
consiste a établir la quantité d’iode fixé. 


Methode par pesée. Le distillat obtenu par le procédé indiqué plus haut 
nest pas assez pur pour Vanalyse quantitative. D’aprés Salkowski on doit 
procéder comme suit : le liquide est distillé sans étre acidifié; ce distillat 
est additionné d’acide chlorhydrique et agité avec de l’éther dans lequel se 
dissolvent phénol, indol, scatol et acides gras. On sépare la solution éthérée 
et on agite avec la solution aqueuse de soude caustique qui entraine seule- 
ment le phénol et les acides gras. La solution aqueuse de phénols et d’acides 
gras est acidifiée par lacide chlorhydrique, puis légérement alcalinisée 
par la soude. Si on agite cette solution aqueuse avec de l’éther, les phénols 
seuls passent dans ce dernier. On distille ’éther a basse température 
(20-22°) (Khlopine); le phénol est déterminé sous forme de tribromophénol 
(CgH,Br;0H) ou bien sous forme de phénol aprés dessiccation sur acide sul- 
furique (10). Pour purifier les phénols obtenus par cette méthode, il faut 
les distiller de nouveau dans un courant de vapeur d’eau et agiter le dis- 
tillat avec de l’éther qui ne dissout alors que le phénol pur (Hoppe-Seyler). 


La méthode par pesée présente les causes d’erreur suivantes : 
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a) le tribomphénol n’étant pas insoluble dans l’eau passe en 
partie dans le filtrat; b) en présence de l’excés de brome, il se 
forme du tribromophénol bromé (C;H;sBr;OBr) a cété du tribro- 
mophénol; c’est pourquoi on obtient des chiffres trop élevés 


(Bercutis). 


Méthode de titrage. a) Procédé de Koppenschaar. La solution préparée 
d’aprés Koppenschaar est traitée par un réactif contenant du KBr et 
KBrO;; l’acidification améne le dégagement de Br : 

HBrO; +.5 HBr = 3 Br, + 3 H.O 

Le brome, en se combinant avec le phénol, forme du tribromophénol 
et du tribomophénol bromé : 

C,H;0H + 3 Bro = C.H,Brz;0H + 3 HBr 
C,H;0H + 4 Br, = C,H,Brs0BR + 4 HBr 

La quantité de brome combiné avec le phénol est déterminée au moyen 
de Viodométrie. 

b). Procédé de Messinger et Vorimann (14). 

Ce procédé est basé sur la propriété des phénols de se combiner, en pré- 
sence de la soude caustique, avec Viode libre et de former un preécipité 
rose. Cette réaction qui doit se faire 4 50°-60° est complexe et s’exprime 
comme suit : ; 

6 NaOH + 3 1, = 3 NaOI + 3 Nal + 3 H,O 
C,H;OH + 3 NaOl = C,H,I;0H + 3 NaOH 


Il en résulte qu’é une molécule de phénol correspondent 
six atomes d’lode; le poids du phénol est égal a celui de l’iode 
combiné, multiplié par le coefficient K. 


Poids moléculaire du phénol 93,78 (15) 


oa Poids de six atomes diode —- 759,24 en gS 


La présence dans le liquide, 4 cdté des phénols, des substances 
se combinant avec l’iode complique la détermination des phénols 
I] en est ainsi pour les substances d’origine microbienne et ayant 
les caractéres d’aldhéydes et cétones (Kerry). Kossler et Penny 
rappellent que la présence, dans l’urine, d’acétone, d’ammo- 
niaque, d’acides nitrique et formique peut empécher la détermi- 
nation exacte des phénols par le procédé de Messinger et Vort- 
mann. 

Kossler et Penny en pareils cas procédent de la fagon sui- 
vante : le liquide & examiner est alcalinisé par la soude caustique 
et réduit A un petit volume par évaporation. Pendant cette 
manipulation l’acétone est entrainée par la vapeur d’eau. Puis 
le liquide est acidifié par addition de 5 0/0 d’acide sulfurique 
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et distillé. Le distillat contient, 4 cété des phénols, des acides 
gras. On débarrasse le distillat de ces derniers par la seconde 
distillation, aprés y avoir préalablement ajouté un excés de CaCO, 
qu’on peut, d’aprés de Rumpf (16), remplacer par CaO ou BaO. 

Le procédé de Messinger et Vortmann doit étre également 
modifié lorsqu’on a 4 analyser des liquides, comme les eaux 
d’égout par exemple, qui renferment une grande quantité de 
combinaisons sulfurées. Ainsi Korn (17) recommande d’ajouter 
au liquide 4 examiner de l’acétate de zinc (25 c. c. de solution 
saturée de ce sel par litre). 12 heures aprés on filtre le mélange 
et on continue l’analyse par le procédé de Messinger et Vortmann, 
modifié par Kossler et Penny. Lorsqu’on ajoute au liquide de la 
soude caustique, il faut obtenir, d’aprés Korn, une réaction 
fortement alcaline. 

Salkowski a montré que lorsqu’un liquide renferme du sucre 
de raisin, des substances ayant les caractéres des aldéhydes et 
des cétones peuvent passer dans le distillat. On obtient par le 
procédé de Kossler et Penny des chiffres supérieurs a la réalité. 
Ainsi, dans une urine de diabétique de 24 heures, il a été trouvé par 
le procédé de Kossler et Penny 0,6935 de phénol, ce qui dépasse 
certainement la quantité réelle. En général, la quantité des phé- 
nols produits par l’organisme est insignifiante : 0,03 en moyenne 
par jour, 0,07-0,106 au maximum. En pareils cas, on peut, 
d’aprés Neuberg, appliquer le procédé de Kossler et Penny, 
mais 4 la condition de faire subir au dernier distillat une manipu- 
lation spéciale (18). Il faut toujours se servir des indications de 
Neuberg lorsque le liquide 4 examiner renferme du sucre; 
comme par exemple les cultures microbiennes obtenues sur des 
milieux glucosés. 

On procéde de la fagon suivante pour déceler les phénols 
dans le distillat, d’aprés les indications de Kossler et Penny, 
Korn et de Neuberg. 


Le distillat est réparti dans des flacons bouchés 4 l’émeri par portions de 
250 a 500 c. c. On ajoute a chaque flacon 10-20 c. c. de la solution de 


N 
de NaOH 10 et on chauffe a 60-65° (Messinger) (19). On ajoute au mé- 


lange chaud 25-45 c. c. de la solution x diode (Kossler et Penny), on 


agite et maintient. a la température de 60° environ pendant 5 minutes, 
Aprés avoir refroidi le liquide, on l’acidule par l’acide sulfurique dilué et on 
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fiitre sur un filtre de papier ou encore mieux sur du coton de verre, Le filtrat 
obtenu sert a titrer Piode resté libre. 

Quelques auteurs (Kossler et Penny, Korn) se passent de 
la filtration parce que le triiodophénol n’empéche pas les 
titrages consécutifs pour les raisons suivantes ; 4° ’hyposul- 
fite de soude, ajouté au liquide lors du titrage, ne décompose 
pas le triiodophénol, au moins pendant le temps nécessaire 
pour l’analyse; 2° la précision de l’analyse n’est pas _troublée 
du fait que le liquide contenant le triiodophénol est coloré en 
rose; en effet, le virage du bleu foncé (iode-fécule) au rose lors 
du titrage est trés net. 

Pour nos recherches, nous nous sommes servi de ane 
pures de 48 heures en bouillon, que nous ensemencions dans des 
flacons renfermant un litre de bouillon de viande contenant 2 0 /0 
de peptone et du CaCOs (20 0/0) en excés. Avec les milieux 
a 1 0/0 de peptone, les déterminations analytiques se faisaient 
beaucoup plus difficilement. Les milieux ensemencés étaient 
placés a Pétuve a 57° pendant 10 jours. oy 

Les tableaux suivants montrent les résultats obtenus. 


TABLEAU I 
Production d'indol et de phénol dans les cultures microbiennes en 
bouillon, 
MICROORGANISMES ORIGINES INDOL | PHENOL 
4.|B. coli Tunis. Collect: del’Inst. Pasteur.| Lac de Tunis. + _ 
Isolé par le Dr Bingt 
2./B. coli Loire. Eau du robinet. 4B — 
3./B. coli A. Collect. de PInst. Pasteur.} Intestin humain. =i aa 
4.|B. coli Escherich. » » + |Traces 
5.1B. coli J. » » ae » - 
6 |B. coli C. is » » ae 5) 
7./B. coli Vidal. ‘ ; . te J + » 
: rine humaine. |. — _ 
a 4 ee oe C. de ie Past. | Atypiques. U i as zs 
40.|B. coli putidus. Batouatoira d’hygiéne + _ 
de l'Institut de médecine @ Saint- 
- Pétersbourg. ; 
44.|B. paracoli (91). Isolé par le Dr Tissier.|Intestin d’un homme] + + 
malade, 
42,/B. paracoli (94). » » ete ae 
43,.|B. paracoli (95). » : >? i fe ee 
14,|B. putrificus coli. Laborat. d’hygiéne| Intestin humain. + |Traces 
de l'Université de Berlin. 
45,|B. paracoli (de créme). Coll, de l’Inst./Intestind’unhomme} + _ 
Pasteur. Isolé par le Dr Binot. intoxiqué par de 
la créme. 
16.|Col. envah. (90). Isolé par le Dr Tissier. pt +  |Traces 
malade 
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TaBLeau I (Suite) 


MICROORGANISMES ORIGINES INDOL |PHENOL 


.|Col. envahiss.(88). Isolé p. le D' Tissier.|Intestind’unhomme| + Traces. 

malade. 

. |B. focc. alcalig. I. Coll. de I’Inst. Past.| Intestin humain. 

. |B. focc. alealig. IT, » 

. |B. foce. alcalig. HI. » 

. |B. enteritidis Gartneri. » 

2.|B. typhi. Intestin d’un malade 

(épid. de Rennes). 

. |B. paratyphi Brion. Intestin humain. 

24.|B. paratyphi Schottmiller. » 
}.|Proteus vulgaris Fliigge. » 

.|Proteus vulgaris Nicolle. » 

27.|Proteus mirabilis. » 

.|Proteus Zenkeri. » 

29.|B. Hogcholera Salmon. 

. |B. pestifer Preisz. 

. |B. suipesticus. 

.|Pasteurellose canine. 

.|Ferm. lactique (Nencki). 

. |B. lactis aérogenes (Grimbert). 

Ate pyocyaneus (Gessard), 

. |Staphylocoque doré, 

.|Cocci (92). Isolé par le Dr iesier: Intest. d’un malade. 

. |Coccobacille (92). » » 

.|Diplococecus griseus. » » Traces. 

.|Mesentericus vulgatus. Collection de Traces. 

l'Institut Pasteur. 
.|Mesentericus fuscus. Collection de 
VInstitut Pasteur. 


Traces. 
Traces. 


|} |+4+11 


7 
PVE te eb 
B 


Comme on le voit par le tableau I, des quantités importantes 
de phénols n’ont été obtenues par nous que dans les cultures des 
bacilles paracoli 94 et 94 (Tissier) et de pasteurellose canine. 
Dans les autres cas on n’a pas trouvé de phénol ou seulement des 
traces de ce composé. Il faut remarquer que les phénols ont été 
décelés seulement dans les. cultures des bactéries produisant de 
Vindol. 

Il ne nous est pas arrivé une seule fois de découvrir les 
phénols dans des cultures de bactéries qui ne produisent. pas 
dindol. Par conséquent, 1a ot les phénols ont été décelés, il se 
trouve aussi de l’indol; mais l’inverse n’a pas lieu. Dans un peu 
plus que la moitié des cas examinés (54 0/0), les microbes pro- 
duisant de l’indol ont produit aussi des phénols. 

La détermination de la quantité des phénols produits par les 
bacilles paracoli Tissier (91 et 94) a été effectuée sur des cultures 
de dix jours; le volume des cultures examinées était toujours 
d'un litre. Le procédé appliqué par nous était celui de Messinger 
et Vortmann, modifié par Kossler et Penny, et Korn. 
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TaBLeau II 


Quantités des phénols qui se sont produits en dix jours par 
Vaction des bacilles paracoli Tissier sur des milieux divers (en 
grammes sur litre du milieu). 


ee eee 
: B. PARACOLI|B. PARACOLI 
Bee aes Tissier 91. Tissier 94 
Un litre d’eau peptoné (2 0/0 de peptone)...,..... 0,016 0,013 
Un litre d’eau peptoné + 20,0 CaCO,;............-- 0,020 0,946 
Un litre d’eau peptoné + 20,0 CaCO, + 30 c, c. de 
logic eae. hc cea to acne cb Mein ew een ane 0,022 0,045 
Unlitre de bouillon d’ext. de viande(20/0 de peptone). 0,020 0,013 
Un litre de bouillon de viande (20/0 de peptone).. 0,019 0,044 
Un litre de bouillon de viande + 20,0 CaCO,...... 0,023 0,018 


Le tableau IT montre que l’addition de carbonate de calcium 
favorise la production des phénols; c’est pourquoi, pour la déter- 
mination comparative de la quantité d’indols et de phénols 
produits par diverses bactéries, l’ensemencement a été opéré en 
bouillon peptoné avec excés de CaCOs (T. III). L’addition de 
blanc d’ceuf au milieu nutritif est resté presque sans aucune 
influence sur les résultats analytiques. 


TABLEAU III 


Quantités @’indol et de phénols produits en dix jours par V action 
de divers microbes ensemencés dans ur litre de bouillon peptoné 
(2 0/0 de peptone) en présence d’un exces de CaCOs. 


PHENOL 
INDOL : 
‘ ; (Détermination d’aprés le 
MICROORGANISMES (Determination dlapres) * ppocédé de Messinger, 


e 
modifié par Kossler, Vort- 
procédé Salkowski.) idan, Kora. 


AWB COlisM AMIS: Aerie aaah 6 nels 0,039 0 

BeBe COU LI OIEC icc icern cis caste nk cele ses 0,040 0 

el Bee COMBAM circuiclgabeate octsicte anne 0,004 0 

4 Be COM WSCHELICN s .4 00% ces t ven 0,096 0,002 
DCO We Mesa ticc norte sea orale mtcraes a are 0,445 0,003 
GBH COM on BAe, are eter lirecete, ete R eres 0,027 Trace (< 0,004) 
eB COWV Ale asstereett see cee cle slats 0,068 0,00 
8.|B. paracoli Tissier /94)......... 0,078 0,023 
9.|B. paracoli Tissier (94)......... 0,944 0,018 
10.|B. paracoli Tissier (95)......... 0,044 0 

11,|B. paracoli (de créme) Binot.... 0,020 

12.)Col. envahissante Tissier (88)... 0,074 0,004 
AS, | Proteus Vulearisifiie. corte s.c 0 : 0,013 Trace (< 0,001) 
14,)/Proteus vulgaris Nicolle........ 0,022 0,003 
15.|Pasteurellose canine........... 0,044 Trace (< 0,004) 
16.|Diplococcus griseus............ 0,007 0 

17. |Mesentericus vulgatus...... Sat O;00f == Oper rs 
Aya Deo pUCCICUs, COllmcctar wisps c 0,026 0,0016 
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On voit par le tableau III que les phénols sont produits par 
les bactéries qui forment, aux dépens des albumines, des quantités 
relativement importantes d’indols; mais il n’existe pas de rap- 
port direct entre la quantité d’indol et de phénol formés. Ainsi 
le b. coli J produit 2-3 fois plus d’indol et 6 fois moins de phénols 
que le b. paracoli Tissier (94). Des quantités notables de phénols 
0,023 et 0,018 ont été produites au cours de nos recherches par 
les bacilles paracoli Tissier (91 et 94). Ces chiffres sont conformes 
a ceux établis pas d’autres savants. Ainsi Lewandowski a constaté, 
dans un litre d’une culture du choléra des poules en bouillon 
vieille de huit jours, 0,04 de phénol. Belonowski en recherchant 
Vaction du colibacille sur le bouillon peptoné (2 0/0) en présence 
d’un excés de CaCOs a trouvé 0,0344 de phénol par litre de cul- 
ture de 8 jours. On n’en a trouvé que des traces dans un bouillon 
non carbonate. 

Dans des recherches ultérieures nous nous sommes servi 
seulement de bacilles paracoli Tissier (91 et 94) qui produisent 
des quantités assez importantes de phénols. 

On connait la propriété du bacille lactique, d’empécher, 
dans certaines conditions, la décomposition des albumines. 
Nous avons recherché l’action de ce bacille sur la production 
d’indol et de phénol par les bacilles Tissier. 

Le bouillon additionné de 2 0/0 de peptone et d’autant de 
lactose a été mis, aprés ensemencement, a l’étuve a 37° pendant 
dix jours. La détermination de phénol et d’indol a été pratiquée 
d’aprés le procédé de Salkowski. 

La détermination des quantités d’indol et de phénols dans les 
cultures pures des bacilles paracoli Tissier et dans les symbioses 
avec le bacille lactique (milieu ee est résumée dans le tableau 
suivant ; onan 


TABLEAU IV 


MICROORGANISMES 


INDOLS PHENOLS 


Bo paracoli Tissier (9%). iti22 1. eee sate ee 0,0498 0,0044 


B. paracoli Tissier (94) + le b. lactique..... Goossens 0,0216 Trace. 
: paracdli Tissier (91) 2 1e5 ia. tne a eee te ~ 0,0250 0,0046 
B. paracoli Tissier (91) + le b. lactique............ 0,0182 0 


L’examen comparatif des tableaux III et IV montre que 
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l’addition de lactose au milieu de culture empéche la décompo- 
sition des matiéres albuminoides. Ainsi, la présence de lactose 
dans les milieux ensemencés avec le bacille paracoli Tissier (91) 
a amené une diminution d’indols et de phénols. Le b. paracoli 
Tissier 94 a donné des résultats différents : la quantité de phénols 
a diminué, mais celle d’indol n’a pas changé. Les différences 
observées peuvent étre expliquées par les propriétés biologiques 
des microbes parmi lesquels seul le b. paracoli Tissier (91), fer- 
mente ce sucre. Quant au b. lactique, il peut étre considéré 
comme antagoniste des bacilles paracoli Tissier; la présence 
simultanée, dans un milieu de culture, du b. lactique a presque 
supprimé la formation des phénols et a diminué considérablement 
celle d’indol : 40 0/0 pour le b. paracoli Tissier (91) et presque 
57 0/0 pour le b. paracoli Tissier (94). De plus, le b. lactique 
a empéché, dans une certaine mesure, le développement du b. pa- 
racoli. Voici les chiffres obtenus par examen des cultures sur 
la gélose de dix jours : 


TABLEAU V 


Nombre de colonies obtenues en 5 jours par l’ ensemencement 
des cultures de dix jours des bacilles paracoli Tissier sur un milieu 
renfermant du lactose, ainsi que des colonies obtenues par symbiose 
de ces derniers avec le b. acidt lactis. 


B. PARACOLI B. PARACOLI 
B. P 5 
MILIEU ARACOLI (94) B. PARACOLI (94) 
+ b. acidi lactis. +b. acidi lactis. 


Bouillon non sucré .| 400.000.0000 340.000.000 
Bouillon sucré 300,000. 000 8.000.000 430.000 .000 5.000, 000 


Belonowski, en étudiant la symbiose du b. lactique avec 
le b. coli, a également constaté la méme diminution d’indols 
que nous avons trouvée dans la Bymabiose du b. nedaue et du 
b. paracoli Fissier. 

Dans ces expériences, la quantité d’indol tombait de 0,0303 
4 0,0193 et de 0,0402 a 0,0212. Il n’a pu se rendre compte de 
Yinfluence de cette symbiose sur les phénols, car les milieux 
sucrés, méme non ensemencés avec le b. lactique ne donnent que 
des traces de phénol. id acti ciate 
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Nous avons également expérimenté sur des milieux renfer- 
mant du blanc d’ceuf ou de la caséine, dans le but d’étudier 
action des b. paracoli Tissier sur les albumines naturelles. Déja 
une expérience préliminaire a montré que l’addition de blane 
d’ceuf au milieu n’eut pas d’influence sur la formation des phé- 
nols. On pouvait done s’attendre a ce que les microbes en ques- 
tion ne provoquent pas unedécomposition marquée de l’albumine 
de l’ceuf. . 

On avait déja fait des recherches sur l’action des bactéries 
sur les albumines. On a pu voir ainsi que ces derniéres ne sont 
décomposées, avec formation d’indol et de phénol, que par cer- 
tains microbes seulement. (Kerry (20), Escherich et Dieudonné (21), 
Joest (22). Ainsi O. Emmerling a décelé la présence des phénols 
parmi les produits de la décomposition du gluten par 
les cultures pures du b. proteus. D’autre part les expériences de 
Taylor (24) ont montré que action dub. colisur la caséine ne se 
traduit que par la formation d’une petite quantité d’albumoses. 
Il en est de méme pour les recherches de Rettger (25), qui n’a pas 
constaté de modification trés marquée des albumines naturelles 
sous l’influence des cultures pures de microbes. II a fait agir, en 
milieu anaérobie, le b. putrificus, le b. de ’cedéme malin et le 
b. du charbon sur la fibrine et sur le mélange de viande et d’al- 
bumine d’ceuf. Dans ces conditions, il n’a obtenu que des quan- 
tités tout a fait insignifiantes d’indol et de phénol. 

Nous avons préparé, pour nos expériences sur l’action des 
b. b. paracoli Tissier sur les albumines naturelles, des milieux 
renfermant, pour 1 litre d’eau, 100 grammes de blanc d’couf, 
5 grammes de chlorure de sodium et 02,25 de phosphate de 
chaux. 3 

TABLEAU'V Is a5 

Action des b. b. paracoli Tissier sur les albumines naturelles 

pures (pendant 20 jours). 


M(LIEUX RENFERMANT MICROBES INDOL | PHENOL 


{00,0 de blane d’ceuf non coagulé.|B. paracoli Tissier (91). 
— 94). 


== — -  coagulé 


100,0 de caséine 
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Des résultats tout différents ont été obtenus avec du blanc 
d’ceuf de commerce ainsi qu’avec de la fibrine du sang. Dans ces 
cas nous avons pu déceler la présence d’indol et méme, dans un 
cas, celie de phénol. 

TasBLeau VII. 


Action des b. b. paracoli Tissier sur les albumines de commerce 
(pendant 20 jours). 


MILIEUX RENFERMANT MICROBES INDOL |PHENOL 


100 gr. de blanc d’ceuf de commerce.. |B. parnak T. (91).] 0,032 | Trace. 
400 gr. -| 0,042 0 
100 gr. de fibrine du sang ai 0,09 0 


Nos recherches nous permettent de conclure que la propriété 
des microbes de fabriquer les phénols est trés peu marquée dans 
les cultures pures. Sur 41 bactéries étudiées, 22 ont donné de 
Pindol, 12 du phénol en méme temps que de l’indol. Une quantité 
assez importante de phénol n’a été trouvée que dans deux cas : 
dans les cultures pures du b. paracoli Tissier (91) et (94). Ces 
derniers ont donné en 10 jours, et en aérobiose, 0,023 et 
0,018 pour 4 litre de milieu renfermant 2 0/0 de peptone et un 
exces de carbonate de chaux. 

Les cultures pures des bacilles paracoli Tissier n’attaquent 
pas fortement les albumines naturelles et ne donnent pas lieu 
a la formation d’indol ou de phénol. L’indol et le phénol trouvés 
dans les milieux peptonés (eau et bouillon peptonés) se rappor- 
tent 4 la peptone méme du milieu (Tableaux IJ et ITI). 

Le bacille lactique atténue la propriété des bacilles paracoli 
Tissier, de former de l’indol et surtout des phénols. Ainsi, le b. lac- 
tique est l’antagoniste de ces microbes. 

Nous sommes heureux d’exprimer notre gratitude a M. le 
professeur Metchnikoff pour avoir bien voulu nous autoriser 
4 travailler dans son laboratoire et pour nous avoir guidé dans 
Lexécution de ce travail. 
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ERRATUM 


Mémoire P. Mazé, page 435, ligne 7. 
AU LIEU DE: 1° Par un développement exagéré d’une espéce 


déterminée, en camemberti'. 
LiRE : 1° Par un développement précoce des mycodermes et 


de loidium camembertit. 


Lé Gérant : G. Masson. 


Sceaux — Imprimerie Charaire. 
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